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Nothing in life is to be feared, it is only to be understood.
Now is the time to understand more, so that we may fear less.
(Marie Curie)
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Resumo

SINTESE EM BATELADA OU FLUXO CONTINUO DE COMPOSTOS N- E O-
HETEROCICLICOS E AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA FRENTE A
ENZIMA ACETILCOLINESTERASE

A doenca de Alzheimer (DA) é a deméncia mais comum dos dias atuais,
caracterizada pela perda progressiva da memoéria e deterioracdo das funcdes
cognitivas. A maioria dos medicamentos aprovados para tratamento da DA sao
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChEIs), principal responsavel pela
diminuicdo da concentracdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
nervosas. Neste contexto, a sintese organica e em especial, a sintese de compostos
heterociclicos, desempenha papel fundamental na descoberta de novos farmacos,
devido as varias atividades bioldgicas as quais esses compostos estdo relacionados.
Nas ultimas décadas, o0 uso de reatores em fluxo continuo na sintese de compostos
organicos tem se destacado como uma importante ferramenta no desenvolvimento de
metodologias mais seguras, eficientes e sustentaveis

. Este trabalho teve como objetivo a sintese de cumarinas, hidantoinas,
compostos hibridos e derivados de inddis e pirrdis, visando a busca de inibidores da
AChE. A sintese destes compostos foi realizada, quando possivel, através de
metodologias alternativas baseadas nos conceitos da quimica verde, visando a
diminuicdo de etapas sintéticas, o uso de fontes alternativas de energia, como as
micro-ondas, a substituicdo ou auséncia de solventes nas misturas reacionais e o uso
de reatores em fluxo continuo.

Inicialmente, um novo método foi desenvolvido para a sintese one-pot
de piperidinocumarinas de alta complexidade estrutural em bons rendimentos e
seletividades, através de organocatalise assimétrica seguida de reacao do tipo Ugi-
Smiles. Uma rota sintética alternativa também foi utilizada para sintese das
hidantoinas reduzidas, em trés etapas reacionais, partindo-se de aziridinas
assimétricas. Ainda com relacédo a sintese das hidantoinas, foi desenvolvida uma
versao da reacao de Bucherer-Bergs em fluxo continuo para obtencéo de hidantoinas
5- e 5,5-dissubstituidas de forma mais rapida, eficiente e segura, quando comparada

a metodologia convencional. Finalmente, foi desenvolvido um protocolo para

Xi



trifluormetilacdo de indois e pirréis em fluxo continuo, baseado na reacdo de Minisci,
utilizando haletos fluorados para obtencéo de potenciais compostos bioativos. A fim
de colaborar com os estudos de relagdo estrutura-atividade das cumarinas frente a
AChE, hibridos de hidantoinas e cumarinas foram sintetizados. Os compostos
sintetizados foram avaliados frente a AChE e apresentaram atividades inibitérias

baixas a moderadas.
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Abstract

BATCH OR CONTINUOUS FLOW SYNTHESIS OF N- AND O-HETEROCYCLES
AND EVALUATION OF INHIBITORY ACTIVITY AGAINST
ACETHYLCHOLISNESTERASE ENZYME

Alzheimer’s disease (AD) is currently the most common type of dementia,
characterized by a progressive loss of memory and deterioration of cognitive functions.
Most approved drugs for AD treatment are acetylcholinesterase (AChE) inhibitors
(AChEI), mainly responsible for reduced rates of the neurotransmitter acetylcholine
(ACh) in the synaptic process. In this context, organic synthesis, specially the synthesis
of heterocycle compounds, plays a key role in drug discovery, since these compounds
are related to a broad spectrum of biological activity. In the last decades, the use of
continuous flow reactors in organic synthesis stands out as an important tool for
developing safer, more efficient and sustainable methodologies. This thesis is focused
on the synthesis of coumarins, hydantoins, indoles and pyrroles derivatives, aiming to
obtaining potential AChE inhibitors. When possible, the synthesis of such compounds
was conducted employing alternative methodologies based on green chemistry
concepts, aiming to decrease the synthetic steps, use alternative energy sources, e.g.
microwave reactors, substitute toxic solvents or even apply solvent-free protocols, and
use continuous flow reactors.

Initially, a new method was developed for the one-pot synthesis of high
structural complexity piperidinocoumarins in good yields and selectivities, trough
asymmetric organocatalysis followed by an Ugi-Smiles type reaction. One alternative
route was also employed for the synthesis of reduced hydantoins over tree steps,
starting from asymmetric aziridines. Also regarding the hydantoin’s synthesis, it was
developed a continuous flow protocol of the Bucherer-Bergs reaction to afford 5- and
5,5-disubstituted hydantoins faster, safer, and more efficient when compared to the
conventional methodology. Finally, we developed a protocol for the trifluoromethylation
of indoles and pyroles under continuous flow conditions, based on the Minisci reaction,
using perfluor halides as starting material. Aiming to collaborate with the structure-
activity studies of the coumarins against AChE, hydantoin-coumarin hybrids were
synthesized. All compounds were evaluated against AChE and showed low to

moderate enzymatic activity.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Adoencade Alzheimer

Com mais de 47 milhdes de casos em todo o mundo, a doenca de
Alzheimer (DA) é considerada a desordem neurodegenerativa mais comum dos dias
atuais, e uma das doencas mais preocupantes do ponto de vista social e econdmico.*?
A DA é caracterizada por se manifestar precocemente ou esporadicamente. No
primeiro caso, mutacdes de genes especificos, como por exemplo, da proteina
precursora do peptideo amiloide (APP, do inglés, amyloid precursor protein) sdo as
principais causas do desenvolvimento da doenca. Em contrapartida, os casos
esporadicos sdo provenientes de uma etiologia complexa e multifatorial, relacionada
a fatores genéticos e neurobioldgicos.?

A doenca foi descrita primeiramente em 1907 pelo neuropatologista Dr.
Alois Alzheimer a partir da observacdo microscopica da presenca de emaranhados
neurofibrilares e do acumulo anormal de proteina B-amildide em neurbnios de
pacientes com a deméncia, e é caracterizada pela perda gradual da memoria,
linguagem, orientagdo e julgamento. Além dessas primeiras caracteristicas
histopatolégicas observadas por Alzheimer, outras altera¢cdes neurobioldgicas séo
relacionadas ao aparecimento e desenvolvimento irreversivel da doenca.3

Os mecanismos que explicam as alteracdes neurologicas nos pacientes,
levam em consideracgédo a perda progressiva dos neurdnios corticais.* Por exemplo, a
hip6tese amildide estuda a doenca com base nas primeiras caracteristicas patolégicas
observadas: neste caso, a formacdo dos emaranhados neurofibrilares ocorre pela
hiperfosforilacdo anormal da proteina Tau, responsavel pela estabilizagdo do
citoesqueleto do neurbnio e pelo transporte intracelular.®> Além disso, essa hipétese
também afirma que a ocorréncia das placas senis é resultado da clivagem errbnea do
APP por secretases, gerando uma forma insoltvel da proteina p-amilode, a Ap42, que
se deposita nos neurdnios originando os agregados toxicos.? Dentre as trés
secretases existentes, a, B, y, apenas a e a y induzem a formagao dos agregados
insollveis. Desta forma, tais enzimas sdo estudadas como alvos terapéuticos no
tratamento da DA. Entretanto, estudos demonstraram que a inibicdo da y-secretase
induz inimeros efeitos colaterais, sendo portanto, a B-secretase o principal alvo dessa

classe de enzima. Alguns exemplos de inibidores da B-secretase tem sido descritos
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como por exemplo os peptideos miméticos, derivados de estatinas.® Além disso,
estudos baseados no tratamento imuno-terapico através dos chamados
medicamentos  biolégicos indicaram que anticorpos monoclonais como
Bapneuzumab, Ganteneurumab e Aducanumab reduzem a formacéo dos agregados
de B-amiléide em pacientes com Alzheimer.”2

Outras alteracdes diagnosticadas a nivel celular no cérebro de pacientes
da DA sdo estudadas por hipéteses relacionadas ao estresse oxidativo, as
caracteristicas inflamatérias, a concentragdo de ions mensageiros como Ca’* e a
concentragdo de neurotransmissores colinérgicos.*

Especificamente, a hipbtese colinérgica se baseia na deficiéncia da
funcdo colinérgica, diretamente relacionada a concentragdo do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), que atua na regido terminal dos neurdnios. Esta regido é
responsavel pela conducéo dos impulsos entre as células relacionados a processos

motores, cognitivos e de memdria.®

1.1.1 — A enzima acetilcolinesterase e o tratamento sintomatico da

doenca de Alzheimer

A acetilcolinesterase (AChE) € wuma enzima pertencente as
colinesterases que esta presente nas hemdcias, terminacfes nervosas e nos
musculos estriados. Nas sinapses, tem como funcdo primordial o término da
transmissdo colinérgica, sendo a principal enzima responsavel pela hidrélise do
neurotransmissor ACh. A reacao enzimatica ocorre no sitio ativo da AChE, composto
pela triade catalitica serina (Ser-200), histidina (His-440) e glutamato (Glu-327).

O mecanismo de hidrdlise catalisada pela AChE inicia-se através do
ataque nucleofilico da serina ao carbono carbonilico da ACh, gerando um
intermediario tetraédrico, que apos delocalizacao eletrdnica, leva a formacao de colina
e serina acetilada. Por fim, a hidrélise do grupo acetila da serina recupera o sitio

catalitico da enzima (Esquema 1.1).1°



ESQUEMA 1.1: Mecanismo simplificado da reacéo de hidrolise enzimética da ACh.

Em pacientes com a doencga de Alzheimer, a hiperatividade da AChE faz
com que a concentracao do neurotransmissor seja consideravelmente menor do que
aguela encontrada em cérebros saudaveis, levando a ineficiéncia da transmisséo dos
estimulos e ao aparecimento dos sintomas tipicos da deméncia.* Além disso, a AChE
€ também relacionada a fun¢Bes nao-colinérgicas, tendo participacédo na formacéo e
no aumento da toxicidade das placas p-amildides. 1112

Neste contexto, ainda que ndo existam farmacos capazes de interromper
ou regredir os danos causados pela degeneracao das fung¢des cognitivas, a maioria
dos medicamentos comercializados para o tratamento sintomatico da doenca séo
inibidores enzimaticos da AChE (AChEIs),° que garantem o aumento da transmissao
colinérgica pelo reestabelecimento da concentracdo de ACh nas sinapses nervosas.?

Atualmente, dentre os cinco medicamentos aprovados pelo FDA (do
inglés, Food and Drug Administration) para o tratamento dos sintomas cognitivos,
guatro séo inibidores da enzima AChE: tacrina (Cognex), donepezila (Aricep),

rivastigmina (Exelon) e galantamina (Razadyne, Reminyl)® (Figura 1.1).
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FIGURA 1.1: Medicamentos inibidores da AChE para o tratamento da doenca de
Alzheimer.

Entretanto, estes farmacos apresentam inconvenientes decorrentes das
altas dosagens ministradas. Devido aos graves efeitos hepatotoxicos relacionados ao
uso da tacrina, o0 medicamento teve seu uso descontinuado.'® Além disso, apesar da
donepezila, rivastigmina e galantamina serem amplamente utilizadas nos estagios
iniciais e moderados da doenca, estes apresentam varios efeitos colaterais
provenientes da excessiva ativacdo do sistema colinérgico, tais como confuséo,
alucinacéo, dores estomacais e mudanca brusca de comportamento.4

Devido a etiologia complexa da doenca, e as funcdes colinérgica e nédo
colinérgicas que a AChE desempenha no desenvolvimento da DA, esforcos tem-se
desprendido na busca de compostos multialvos, capazes de atuar em mais de uma
caracteristica patoldgica. Como exemplo, estudos com donepezila mostraram a
capacidade do composto em inibir a reacdo enzimatica com o substrato no sitio
catalitico, além de bloquear interacdes do sitio periférico da enzima, limitando a
assisténcia da enzima na agregacao da proteina B-amiléide. *°

Visto as altas dosagens ministradas e os efeitos colaterais consequentes
do uso dos AChEIls comerciais, a busca por novos inibidores menos téxicos, mais
seletivos e até mesmo multialvos da enzima AChE é de grande importancia e tem sido

explorada em diversos grupos de pesquisa.'62

1.1.2 — Heterociclos como inibidores da AChE

Dentre os compostos conhecidos como inibidores da AChE, os N- e O-
heterociclos, tanto naturais como sintéticos, possuem papel de destaque. Esteroides

como a witaferina A, alcaldides como a tacrina, galantamina, coptisina e rutaecarpina,



e terpendides, como a criptotanshinona, sdo algumas classes representantes dos

inibidores naturais (Figuras 1.1 e 1.2)./

Coptisina Rutaecarpina

FIGURA 1.2: Estrutura de produtos naturais inibidores de colinesterases.

Uma classe que tem recebido crescente destaque dentre os compostos
O-heterociclicos inibidores naturais da enzima € a das cumarinas. Em 2001, Kang et
al. descreveram o isolamento e a avaliacdo da atividade enzimatica frente a AChE de
uma série de cumarinas, incluindo pirano- e furano-derivados (Figura 1.3).18 Dentre os
compostos estudados, a diidropiranocumarina decursinol apresentou o melhor
resultado inibitorio (ICso = 28 uM), sendo mais potente que seu analogo decursina (ICso
= 390 uM) e que as cumarinas e furanocumarinas avaliadas. Cabe ressaltar que
farmacos como a tacrina e galantamina apresentam ICso — através do ensaio de

Ellman — iguais a 0,25 e 0,54 uM, respectivamente.*®
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FIGURA 1.3: Derivados de cumarina isolados de Angelica gigas Nakai e seus
respectivos valores de ICso frente a AChE.

Além disso, cumarinas sintéticas ja foram descritas como potentes
inibidores da AChE.?° Em 2013, Vanzolini et al. descreveram a atividade inibitéria de
7



uma colecdo de cumarinas sintéticas frente a AChE proveniente do peixe elétrico
Electrophorus electricus (AChE-ee), sendo o composto mais potente o 2-oxo-7-(2-
(piperidin-1-il)etoxi)-2H-cromeno-3-carboxilato de etila (LSPN223) (Figura 1.4), com
ICs0 = 356 nM.2!

o)

% ~"o o o

ICs5o = 356 nM

FIGURA 1.4: Cumarina LSPN223

Representando uma importante classe de inibidores do tipo N-
heterociclicos estdo as hidantoinas e seus derivados, que sao conhecidos tanto pelo
seu potencial inibitério frente a AChE,222324 como pela inibicdo de kinases,
responsaveis pela hiperfosforilacdo da proteina Tau.2> A capacidade inibitéria das
hidantoinas frente a duas das enzimas relacionadas a DA é interessante do ponto de

vista da busca de compostos bioativos multialvos (Figura 1.5).%

HN
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FIGURA 1.5: Hidantoinas inibidoras da AChE e da GSK-3[3, respectivamente.

Além desses heterociclos, compostos naturais e sintéticos contendo o
anel indol e pirrol nas estruturas também séo relatados como inibidores da AChE.?®
Por exemplo, Mufioz-Ruiz et al. descreveram aumento significativo da atividade
inibitéria da tacrina pela sintese de hetero-dimeros de tracrina-indol, chegando a
valores de ICso na faixa de pM.?” Além disso, alguns dos compostos sintetizados foram
capazes de inibir também o sitio periférico da enzima, diminuindo a deposicao das

placas de B-amiloide in vivo. Outro trabalho relacionado a atividade enzimatica frente



a AChE de aza-carbazois, que contém o anel inddlico na estrutura, foi reportado por
Geissler et al., em que dois sais de alcaldides inddlicos, isolados do fungo Cortinarius
infractus, apresentaram ICso préximos e seletividades superiores a da galantamina
(Figura 1.6).%8

IC50 = 9,7 UM ICs50 = 12,7 yM HO Galantamina IC5, = 8,7 uM
Sel. IC5)AChE/IC5,BChE >10  Sel. IC5,AChE/IC;,BChE > 10 Sel. IC5,AChE/IC5,BChE = 2,8

FIGURA 1.6: Sais derivados de alcaléides inibidores da AChE.

A sintese de sais derivados de compostos bioativos com o intuito de
potencializar a atividade foi também reportada por Baharloo et al.2® Neste trabalho, os
autores relataram a sintese de uma colecdo de sais de benzofuranonas e
benzofuranos e demonstram que tais compostos poderiam interagir com a AChE
através da porcao piperidinica e da porcdo indanona. Dentre 0s compostos
sintetizados, o derivado bis-metilado apresentou melhor ICso = 4,1 nM, 7 vezes mais
potente que a donepezila (Figura 1.7). Outros sais organicos contendo o anel piridinico
carregado positivamente e sais derivados de diidroquinolinas ja foram relatados como

potentes inibidores da enzima acetilcolinesterase.3%:31

— Br~
\\N+
o /)
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FIGURA 1.7: Sal de benzofurano com atividade inibitéria frente & AChE

1.1.3 — Estratégias na busca de compostos bioativos

A Quimica Medicinal € uma area de pesquisa multidisciplinar que
envolve aspectos das ciéncias biolégicas, médicas e farmacéuticas. As etapas
presentes em um projeto dessa area podem ser divididas em descoberta, otimizagéo

e desenvolvimento de um prot6tipo.3?



Uma das estratégias na descoberta de compostos bioativos é a chamada
hibridagdo molecular, que estuda a atividade derivada do sinergismo de duas
unidades farmacoféricas com conhecida atividade biologica.®*3* Geralmente, o
composto hibrido pode ser derivado da unido entre dois grupos que exibem a mesma
atividade farmacologica, mas em alvos distintos; da jungéo de unidades com atividade
biolégicas diferentes, mas com relagdo a um quadro patolégico em comum; ou através
da ligacao covalente entre estruturas que anulem interagdes secundarias indesejaveis

provenientes de suas acgdes terapéuticas.®

Neste contexto, a sintese de compostos hibridos é uma ferramenta
bastante eficaz na busca por farmacos mais eficazes e multi-alvos. Especificamente
para o tratamento da DA, sdo planejados compostos hibridos que possuam tanta
atividade inibitéria frente as colinesterases e secretases, como propriedades
antioxidantes, anti-inflamatérias e anti-agregacdo de proteinas B-amildides.2® Jiang et
al. relataram estudos com uma variedade de compostos hibridos utilizando a
berberina como subunidade comum. Neste trabalho, um dos compostos hibridos
demonstrou moderada inibicao frente a AChE, elevado efeito antioxidante e excelente
supressao da agregacao B-amildide, evidenciando o potencial multialvo da substancia

em comparacdo com a beberina (Figura 1.8).%7

Beberina Composto hibrido
IC50 =0,37 I.IM |C50 =0,12 I.IM

FIGURA 1.8: ICso da beberina e do hibrido fenol-beberina.

A insercdo de atomos de fldor em unidades farmacoforicas,
principalmente de grupos trifluormetil é outra estratégia amplamente utilizada em
pesquisas realacionadas ao descobrimento de novos farmacos, conhecida como
bioisosterismo.®® De modo geral, a presenca de um grupo trifluormetii em um
composto bioativo aumenta sua estabilidade metabdlica, lipofilicidade, permeabilidade

a membrana e biodisponibilidade.3® Além disso, devido a elevada eletronegatividade
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do grupo CFs3, a incorporagdo deste grupo em um farmaco pode promover mudancgas
seletivas em suas propriedades fisico-quimicas, biolégicas e farmacoldgicas.*® A
Figura 1.9 apresenta exemplos de estruturas de principios ativos presentes em

farmacos comerciais que contém o grupo CFa.

HN_ 2
CF )
H 3 HO o
/N O 02N H /N
0 NN —cF
A = = ?
CF, NN D
)\/ﬁ N” CF,
o CF,

Prozac® Nilandron® Lariam® Celebrex®

FIGURA 1.9: Exemplos de farmacos que contém o grupo CFs em suas estruturas.

Estudos tedricos com derivados halogenados da donepezila
demonstraram que o composto analogo com o grupo CFz proporcionou melhores
interacdes ndo-covalentes (- stacking) com diversas cavidades e sitios aniénicos da
AChE, levando a interagbes mais efetivas e seletivas. Essa observacao € resultado
de uma série de modificacBes fisico-quimicas que a presenca do CFz confere a
molécula, como por exemplo, aumento do momento de dipolo e maior interacdo entre
o ligante e a biomolécula, evidenciado pela menor energia de Gibbs do complexo

proteina-ligante (Figura 1.10).38

(0
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MeO é)
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FIGURA 1.10: Donepezila e seu analogo trifluorometilado.

Estudos experimentais sobre a potencializacdo da atividade bioldgica de
analogos trifluormetilados foram realizados pelo grupo do Prof. Molinski.** Neste
trabalho, os autores descreveram a avaliagdo biologica de 22 derivados do produto

natural (-)-Agelastatina A, isolado da esponja marinha Agelas dendromorpha, frente
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a linhagens de células relacionadas a leucemina, e observaram aumento significativo

na poténcia da atividade do composto trifluormetilado (Figura 1.11).

Me
HO Ho e
= N = N
H (0] H < \FO
H—/ "N =——NH F;:C—~7 "N ~—NH
_ H _ I
NHH NHH T
(0]

FIGURA 1.11: Comparagao da poténcia bioldgica do produto natural Agelastatina A
e do seu analogo trifluormetilado.

1.1.4 — Ensaios enzimaticos na descoberta de inibidores da AChE

A descoberta dos compostos bioativos se faz através dos ensaios de
triagens que, a depender do modo em que sao realizados, podem ser divididos em
ensaios em solucdo ou com biorreatores. Nos ensaios em solucdo, todos os
componentes da reacdo enzimatica, incluindo o alvo biologico, estdo dispersos na
mistura analisada. Em contrapartida, através da cromatografia de bioafinidade, os
ensaios com biorreatores sdo caracterizados pela imobilizacdo do alvo biolégico em
suportes solidos. Independente da natureza do ensaio utilizado, algumas
caracteristicas como exatidao, precisao, reprodutibilidade e velocidade das analises

sdo extremamente importantes para a confiabilidade e relevancia do teste.*?

1.1.4.1- Ensaios em solucéo

Dois testes bio-autograficos destacam-se como 0s ensaios em solucéo
mais utilizados na busca por inibidores da AChE: os ensaios de Ellman e de Marston.*°
O ensaio de Ellman é um método colorimétrico no qual a reacao
enzimatica analisada é a hidrélise da acetiltiocolina pela AChE, sendo a resposta
medida em relacdo a velocidade de formacgdo da tiocolina.*®* A quantificacdo do
produto € determinada através da reacdo do tiol com o acido (5,5-ditiobis[2-

nitrobenzoico]) (RSSR), também conhecido como reagente de Ellman - a formacéo do
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acido 5-tio-2-nitro-benzoéico é evidenciada pelo aparecimento de uma coloragéo
amarelada, detectada por um espectrofotdometro de UV-Vis a 412 nm (Esquema 1.2).

(o)

@l  AcChE @l 0 ®
N + + 2H
0]
HO (o)
OH
O,N S,
S NO,
Y
(0] o OH
@r!l/
S\S/\/ ~ + N02
O,N @S

ESQUEMA 1.2: Reacdes que governam o ensaio de Ellman

O uso de acetiltiocolina como substrato nesse ensaio se faz possivel
devido a analogia estrutural do composto com a acetilcolina,'® embora seja mais caro
gue o substrato natural, elevando o custo do ensaio (R$ 589,00 e R$ 362,00 por 5 g
de cada um dos iodetos, respectivamentel). Além disso, o principal inconveniente
deste método é a triagem de compostos que possam reagir com a tiocolina, como
aldeidos e aminas, que culminam em resultados falso-positivos. Neste caso, estes
compostos impedem a reacéo entre a tiocolina e o reagente de Ellman, bloqueando a
formacao do anion amarelo, ndo pela inibicdo enzimatica, mas pela inibicdo da reacéo
quimica.*

Um dos métodos capazes de averiguar esses resultados falso-positivos
é o0 ensaio de Marston.*®* O método foi criado para avaliar rapidamente extratos de
plantas, e baseia-se na aplicagdo dos compostos a serem avaliados em placas
cromatograficas. Apos eluicdo das placas, uma solu¢cdo de enzima e tampao é
borrifada, seguida da solucdo de acetato de a-naftiia e o sal Fast Blue B. A
determinacao da atividade enzimatica se faz a partir da conversao do acetato de a-
naftila no a-naftol que reage com o sal Fast Blue B, levando a formacdo de um

composto diazo roxo (Esquema 1.3).

1 valores obtidos do site da Sigma Aldrich dia 26/06/2017.
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ESQUEMA 1.3: Hidrélise do acetato de a-naftila catalisada pela AChE e a rea¢éo do
a-naftol com o sal Fast Blue.

Inibidores da AChE produzem halos brancos sobre a coloracéo parpura
na placa cromatografica, uma vez que néo permitem a formagao do a-naftol. A fim de
se estabelecer um limite de deteccdo para 0 ensaio, 0s inibidores sdo aplicados
concomitantemente com o padrdo, que na maioria dos casos € a galantamina, em
diferentes concentragcbes na placa cromatogréfica, escolhendo-se a menor
concentracdo em que se faz possivel a visualizagdo da mancha esbranquicada como
limite inferior.4°

Essa técnica tem como vantagens a simplicidade e a rapidez com que
0s resultados s&o obtidos, possibilitando a determinacédo de inibidores em misturas
complexas, uma vez que 0s constituintes sdo separados e detectados na placa de
TLC. Entretanto, o0 método proporciona resultados qualitativos e, portanto, também

deve ser confirmado por outros ensaios enzimaticos.

1.1.4.2- Ensaio com biorreatores

A chamada cromatografia por bioafinidade consiste no emprego de um
alvo biolégico imobilizado em suportes solidos como fase estacionaria (biorreatores)
em sistemas cromatograficos.*® O uso da cromatografia liquida acoplada aos
biorreatores proporciona elevada seletividade através de interacbes eletrostéticas,

hidrofébicas e de ligacdes de hidrogénio.*” Desta forma, o ensaio com enzimas
14



imobilizadas pode ser uma alternativa mais precisa e reprodutivel aos ensaios
convencionais em solucdo. Além disso, os ensaios com biorreatores apresentam
como vantagens o uso de pequenos volumes de amostra (pL-nL) e o aumento
estabilidade e da vida util da enzima, além da reutilizacdo da enzima em diversas
triagens.*’

Varios trabalhos utilizando biorreatores de AChE como fase estacionaria
de um sistema CLAE acoplado a um espectrobmetro de massas como detector
delinearam a eficiéncia do método em triagens de ligantes e estudos mais detalhados
com diferentes classes de compostos de inibidores da AChE-ee e AChE-hu
(acetilcolinesterase de eritrocitos humanos).*

Nestes ensaios, a reacdo enzimatica de hidrolise da acetilcolina é
avaliada na presenca e na auséncia dos potenciais inibidores, sendo a producéo de
colina monitorada pelo espectrébmetro de massas e quantificada através das curvas
de calibracdo do método validado.?! A Figura 1.12 apresenta um esquema simplificado

do sistema utilizado nesses ensaios.

AChE-IMER

4| Autoinjetor

FIGURA 1.12: Exemplo de um instrumento de CLAE adaptado para ensaios com o
biorreator de AChE.

1.2 — Sintese de compostos heterociclos

Conforme discutido na secdo 1.1.2, os compostos heterociclos séo
inibidores potentes da AChE. Dessa forma, nesta se¢do serdo apresentadas as
metodologias sintéticas mais utilizadas para a obtencéo de duas classes importantes

destes compostos, as cumarinas e hidantoinas.
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1.2.1 — Cumarinas e piranocumarinas

As cumarinas (Figura 1.3) sdo compostos derivados do &cido o-

hidroxicinAmico pertencentes a familia das benzopiranonas.

5 4
6 3
7 2
8 01 o
Cumarina

FIGURA 1.13: Estrutura geral das cumarinas.

Cumarinas naturais podem ser encontradas em micro-organismos e em
diversas plantas, sendo correlacionadas a diversas propriedades farmacoldgicas,
como antitumoral, bactericida, antiviral e inibidores de colinesterases.*® Alguns
exemplos de medicamentos sdo a Coumadin®, um anticoagulante utilizado no
tratamento de trambose, e o Meladinine®, indicado para doen¢cas como dermatites e

vitiligo (Figura 1.14).

o” "0

®

Coumadin® Meladinine

FIGURA 1.14: Exemplos de farmacos derivados de cumarinas.

Inimeras sdo as metodologias descritas para a sintese das cumarinas e
seus analogos. Entretanto, os métodos classicos para obtencdo destes compostos
sao a partir de reagcdes com compostos carbonilicos como acetofenonas ou derivados
de fendis. Reacdes como a condensagdo entre o-hidroxiacetofenonas e carbonato de
dietila,>® Knoevenagel,>! Pechmann®? fazem parte do escopo das reacdes utilizadas

para obtencédo dessa classe de heterociclos (Esquema 1.4).4°
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ESQUEMA 1.4: Metodologias empregadas para a sintese de cumarinas.

Além da aplicacdo das cumarinas na quimica medicinal, 0 uso desse
heterociclo como bloco construtor em reacdes organicas também € bastante
explorado. Neste contexto, as cumarinas contendo um anel pirano fundido, chamadas
de piranocumarinas séo bastante interessantes do ponto de vista sintético e bioldgico,
sendo relacionadas a diversas atividades biolégicas como por exemplo, antifngica,

inseticida, anticancer, anti-HIV, anti-inflamatdria e bactericida.>3

Geralmente, esses compostos sdo obtidos através de reacdes com as
4-hidroxicumarinas. Ahadi et al., por exemplo, descreveram a formacdo das
piranocumarinas através de uma metodologia multicomponente empregando 4-

hidroxicumarinas e aldeidos na presenca de DBU (Esquema 1.5).%*

OH OH OH
Br
DBU
N+ RCHO ~+ ~ el
o~ o o~ o

ESQUEMA 1.5: Sintese diastereosseletiva de piranocumarinas

Além disso, Cravotto et al. descreveram a sintese de piranocumarinas
através de uma cicloadicdo formal (3+3) da 4-hidroxicumarina e aldeidos a,3-
insaturados, na presenca de piperidina (Esquema 1.6).%> Neste caso a rea¢ao ocorre

em duas etapas: primeiramente o ion iminium reage com a 4-hidroxicumarina atraves
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de uma reacdo de Knoevenagel seguida de uma reacdo de eletrociclizacao

envolvendo 6 e .56

9 N
AN . R _H
| 80 °C, 12h,
o0 R

i R 30-88%

ESQUEMA 1.6: Sintese de piranocumarinas através de reacao de cicloadi¢cao formal
(3+3).

1.2.1.1 — Organocatalise assimétrica na sintese de piranocumarinas

A organocatalise assimétrica € uma estratégia eficiente para
transformacdes estereosseletivas, levando a formacao de produtos com alto grau de
enantiosseletividade.>” Neste contexto, o uso de organocatalisadores derivados de
aminas quirais em reacdes organicas tém sido amplamente descrito nos ultimos
anos.®® A aplicacdo desses aminocatalisadores em reacdes com compostos
carbonilicos a,B-insaturados pode resultar em duas possiveis funcionalizacdes: a
obtencao de compostos B-funcionalizados, pelo ataque de um nucledfilo na posicéo 3
do composto carbonilico, ou a formagao de compostos y-funcionalizados, através da

reacao dos compostos insaturados com uma espécie eletrofilica (Esquema 1.7).

0
Nu
o) m i Funcionalizagio B
| N /H R” “Nu
H —
|

5 R % 9
base N E

- | Funcionalizagao y

ESQUEMA 1.7: Possiveis funcionaliza¢cdes de compostos carbonilicos a,[3-
insaturados com organocatalisadores derivados da prolina.
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A sintese assimétrica organocatalisada de piranocumarinas foi relatada
primeiramente pelo grupo do Professor Jargensen em 2003.%° Neste trabalho, os
autores apresentaram a sintese de diidropiranocumarinas contendo um hemicetal no
anel pirano através da adicdo conjugada de Michael de 4-hidroxicumarinas
substituidas a diferentes cetonas a,-insaturadas aromaticas e alifaticas.

Diferentemente de outras metodologias em que catalisadores
bifuncionais de aminas primarias®® sdo empregados para ativar cetonas aq,B-
insaturadas, o trabalho mostra a eficiéncia de catalisadores derivados de
imidazolidinas para essa transformacao. Neste caso, duas possiveis espécies podem
ser responsaveis pela estereoquimica do produto: o ion iminium formado pela adicdo
da cetona ao catalisador de amina secundaria (A) ou o aminal biciclico derivado do
ataque nucleofilico do hemiaminal ao carbono eletrofilico do intermediario anterior (B).
Célculos tedricos sugerem que o aminal biciclico confere maior reatividade a dupla
ligagdo, pela menor energia de LUMO do centro eletrofilico do intermediério, além de
proporcionar melhor bloqueio da face Re do alceno, quando comparado ao

impedimento gerado pelo ion iminium (Esquema 1.8).5°

Ph,,

/
_N
OH ): >—CO,H OH R, O
pn” N :

o
o "0 DCM, 10°C, 48h o” "0

Rend. 65-99%, 75-88% ee

Ph
%, N>|_L Ph COZH
+ CO,H
Ph” >N 2 ﬁ{ﬁ/"'
| Ph
P A Ph B

ESQUEMA 1.8: Reacao de Michael organocatalisada entre 4-hidroxicumarinas e
cetonas a,B-insaturadas.

A versdo assimétrica da sintese de piranocumarinas a partir da 4-
hidroxicumarina e aldeidos a,B-insaturados, ao invés de enonas, foi desenvolvida por

Rueping et al. em 2008. Neste caso, os produtos contendo o grupamento hemiacetal
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foram obtidos através do aminocatalisador de Jgrgensen, utilizando diclorometano

como solvente a 10°C em tempos reacionais de 48-96 h (Esquema 1.9).6*

OH (o}
Cat. (20 mol%)
X + H
| CH,CI, 10°C, 48h
(01N 0 R ’

ESQUEMA 1.9: Adicao de Michael da 4-hidroxicumaria a aldeidos a,B-insaturados.

Recentemente, Ren et al. descreveram a sintese enantiosseletiva de
piranocumarinas através da reacdo entre a 4-hidroxicumarina e adutos ciclicos de
Morita-Baylis-Hillman (MBH), utilizando organocatalisadores derivados do alcal6ide
chinchona.b? Através do uso de TFA como aditivo acido e tolueno como solvente, os
autores demonstraram a versatilidade da metodologia com o uso de diversos adutos
de MBH e 4-hidroxicumarinas substituidas. Neste caso, o organocatalisador utilizado
desempenha papel bifuncional no mecanismo da reacao, participando efetivamente
tanto da formagé&o do ion iminium quanto da formacéo da ligacdo de hidrogénio entre
a amina secundaria e o alcool do material de partida (Esquema 1.10).

24h

LN
OH o OH C6 (20 mol%) :
XN TFA (40 mol%) ! N
+ — !
R4 R tolueno, 60°C D2 |
o Yo : _N

ESQUEMA 1.10: Sintese enantiosseletiva de piranocumarinas organocatalisada por
derivado de chinchona. Em destaque, a interagcao do organocatalisador com o
substrato.?
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Apesar da existéncia de metodologias multicomponentes (MCRSs) para
a sintese das piranocumarinas, o uso desses compostos como materiais de partida
em MCRs ainda €é pouco explorado. Especificamente para as reacdes
multicomponentes, esses derivados de cumarinas apresentam como vantagem a
existéncia de dois componentes reativos em suas estruturas: um aldeido e um enol

conjugado (Figura 1.15).

OH lo)
|
o OH
N R X
Rq R, R
(0] (o) (o) (o)

FIGURA 1.15: Equilibrio tautomérico do hemiacetal no anel pirano.

1.2.2 — Hidantoinas e derivados

A descoberta da hidantoina, também conhecida como imidazolidinona,
foi descrita em 1861 por Baeyer.%2 Desde entdo, sua estrutura (Figura 1.16) tem sido
estudada intensivamente quanto aos seus aspectos quimicos e 0s seus potenciais

biolégicos. %

FIGURA 1.16: Estrutura geral das hidantoinas.

Hidantoinas naturais sdo normalmente encontradas em espécies
marinhas, como por exemplo, a (Z)-5-(4-hidroxibenzilidina)-hidantoina ©° isolada da
esponja Hemimycale arabica, e a classe das Parazoantinas A-E, extraidas da esponja

Axinella damicornis®® (Figura 1.17).
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FIGURA 1.17: Hidantoinas naturais derivadas de espécies marinhas.

O sistema anelar hidantoinico é relacionado a uma gama de atividades
biologicas, dentre as quais se destacam a anticonvulsivante, fungicida, herbicida, anti-
inflamatdria, anti-HIV, analgésica, antiarritmica, anti-hipertensiva, antidiabetes, além
da relacdo com doencas neurodegenerativas como o Alzheimer.???5 Cabe ressaltar a
importancia do nucleo hidantoina na indastria farmacéutica, visto a diversidade de
medicamentos que contém esse heterociclo em suas estruturas. Como exemplo,
destacam-se os anticonvulsivos fenitoina (Dilantim® USA) e Cerebyx® e o antibiético

Macrodantina® (Figura 1.18).64
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FIGURA 1.18: Exemplos de farmacos derivados de hidantoinas.

Do ponto de vista estrutural, as hidantoinas sdo consideradas acidos
fracos, sendo a desprotonagdo do hidrogénio da posicdo 3 mais favoravel que a
retirada do hidrogénio do N1 (pka N3 = 9,0).%4 Kleipeter et al. demonstraram a acidez
dos dois hidrogénios de hidantoinas 5,5-dissubstituidas através de experimentos com
solventes deuterados. A partir dos experimentos realizados em agua, 0s autores
observaram que os dois hidrogénios ligados aos nitrogénios sofrem troca com o
solvente instantaneamente. Entretanto, os espectros de RMN 'H em DMSO-d6
demonstraram que o hidrogénio ligado a imida sofre troca total, enquanto o ligado ao
N1 (amida) permanece com aproximadamente 35% de intensidade, sugerindo maior
acidez do hidrogénio N3.%7 Isso é explicado pela maior estabilidade da base conjugada

formada pela abstracdo do hidrogénio ligado ao N3, por delocalizacdo da carga
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negativa entre as duas carbonilas. A estabilidade das formas tautoméricas das
hidantoinas esta diretamente relacionada a reatividade do anel hidantoinico. As
reacOes de N-alquilagdo em solventes proéticos ou aproticos, por exemplo, ocorrem
naturalmente na posicdo 3 do anel de 5 membros, sendo a obtencdo de derivados
alquilados na posicéo N1 realizada apenas através de prévia protecdo do nitrogénio
da imida, ou do uso de condicbes de alquilacdo drésticas em substratos N(3)-
substituidos.*

Outra propriedade intrinseca das hidantoinas e seus derivados é sua
existéncia em diferentes formas tautoméricas, sendo algumas das formas sugeridas
resultantes do tautomerismo amido-imido e o ceto-endlico.?3 Embora haja a
possibilidade de interconversio desses tautdmeros, Osz et al. demostraram, através
de experimentos de RMN de hidantoinas N1- e C5-substituidas, que tais compostos
sdo caracterizados pela forma tautomérica bis-lactamica a, mais estavel (Figura
1.19).58 Estudos tedricos sobre a estabilidade das hidantoinas em fase gasosa e em
solventes como THF, metanol, DMSO e agua também apontam para a estrutura a
como sendo a mais estavel, tanto em fase gasosa como em solucédo, devido a alta
barreira energética relacionada a tautomerizagcdo prototrépica intramolecular. Neste
estudo, dentre os tautdmeros oxo-hidroxil (b-e) a estrutura b apresentou-se como a
mais estavel uma vez que a carboxila encontra-se entre N1 e N3, que doam densidade
eletrbnica para a ligacdo, deixando-a mais basica e consequentemente mais
sucespitivel a captura do proton de N1. Com relacdo aos isébmeros dienois (f-h), a
estrutura h, derivada da migracdo dos hidrogénios de N1 e N3, sendo a mais

estavel.8v
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NH «——— —= e —
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o OH OH OH
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FIGURA 1.19: Possiveis estruturas tautoméricas das hidantoinas.
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Do ponto de vista sintético, varias metodologias sdo descritas para
obtencdo das hidantoinas e seus derivados. Dentre elas, a reacdo entre compostos
carbonilicos, cianeto de potassio e carbonato de amonio, em meio hidro-alcodlico,
conhecida como reacdo de Bucherer-Bergs, € a mais utilizada para obtencdo dos

compostos 5- e 5,5-dissubstituidos (Esquema 1.11).%°

KCN o
o 3
(NH4),CO,4 >\\ NH
> HN
R™ Rz EtoH:H,0, o
refluxo R R,

ESQUEMA 1.11: Reacao de Bucherer-Bergs para a sintese de hidantoinas 5- e 5,5-
dissubstituidas.

Para a obtencao das hidantoinas N-substituidas, outras abordagens séo
descritas. Como exemplo, Olimpieri et al. descreveram a sintese de hidantoinas 1,3,5-
e 1,3,5,5-substituidas a partir da reacdo entre carbodiimidas e acidos carboxilicos
contendo um halogénio na posicdo a.”° Os autores demonstraram a versatilidade do
método com o emprego de carbodiimidas simétricas e assimétricas e acidos
carboxilicos de diferentes reatividades, que resultaram na sintese regiosseletiva das
hidantoinas de interesse. Além disso, a metodologia foi estendida para uma verséo
multicomponente, pela formacao da carbodiimida in situ através da reagéo de azidas
e iso(tio)cianatos, proporcionando maior diversidade estrutural dos heterociclos de
interesse (Esquema 1.12).
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R3/ N 3, N . R1 I H a J\:
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R2 N sz\ﬂ/ \n/ R3 R2 N
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3

X
R,-NCO(S)
R1/)\COOH Ri R
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ESQUEMA 1.12: Reagao multicomponente a partir de azidas, isocianatos e a-halo
acidos carboxilicos para a sintese de hidantoinas polissubstituidas.

Outra metodologia para obtencdo das hidantoinas N-substituidas foi
descrita por Zhao et al., através da reacdo entre acrilatos de metila e diaziridinonas
catalisadas por Cu (Esquema 1.13).7%
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CuCl-P(n-Bu);
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ESQUEMA 1.13: Sintese de hidantoinas 1,3,5-substituidas mediada por Cu.

Geralmente as metodologias empregadas para a sintese das
hidantoinas enantiomericamente enriquecidas sdo baseadas em reacdes com
derivados de aminoacidos e peptideos. Varias metodologias sado descritas em fase
s6lida’® ou em solucéo’® para obtencéo dos produtos enantiopuros. Neste contexto,
Konnert et al. reportaram a sintese de hidantoinas 5- e 5,5-dissubstituidas através da
reacao de varios amino-ésteres e isocianato de potassio em agua, utilizando um reator

de moinho de bolas como fonte de energia (Esquema 1.14).74

KNCO, H,0 o Base - HN
OMe . )J\ OMe . o
CIH.H,N Moinho de Bolas | H,N N Moinho de Bolas )\N
o o) o

ESQUEMA 1.14: Sintese de hidantoinas 5-substituidas a partir da reacdo de amino-
ésteres e isocianato de potéssio utilizando moinho de bolas como fonte de energia.

Nos ultimos anos, a sintese de derivados biciclicos de hidantoinas tem
se destacado, visto a aten¢ao voltada para esses compostos na descoberta de novos
farmacos e as diversas atividades biolégicas que os compostos com anel hidantoinico
apresentam.” Neste sentido, Pavlovic et al. descreveram a sintese de hidantoinas
biciclicas, a partir da obtencéo das hidantoinas precursoras pela reacao de Bucherer-
Bergs, seguida de reacgdo ciclizacéo intramolecular mediada por selénio (Esquema
1.15).76

o

0 (NH,),CO; NaCN HN—
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ESQUEMA 1.15: Sintese de hidantoinas biciclicas através de ciclizacdo
intramolecular mediada por selénio.
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Neste contexto, os derivados reduzidos de hidantoinas, que apresentam
um anel aziridina fundido ao ciclo planar da hidantoina e uma ligagdo de amida
reduzida, sdo blocos construtores bastante interessantes, uma vez que através de
funcionalizacBes posteriores diferentes classes de anéis heterociclicos fundidos
podem ser obtidos. Yudin et al. descreveram a sintese das hidantoinas reduzidas
através de uma reacdo entre dimeros de amino aldeidos e isocianatos.”” No trabalho,
0s autores exploraram o uso das duas espécies ambifilicas, favorecendo a formacéao

de multiplas ligagGes quimiosseletivas em uma Unica etapa (Esquema 1.16).

OH (o]
Rz'NCO N/Z<

0 RY
NH : R N-R;
HFIP:H,0 1
RN ; ?‘\(

R1 ta, 1h OH

Esquema 1.16: Reacdo entre amino aldeidos e isocianatos para sintese de
hidantoinas reduzidas.

1.3 - Sistemas de fluxo continuo utilizados em sintese organica

Apesar da evolucao da sintese organica nos ultimos 30 anos em relagéo
ao desenvolvimento de novas metodologias ou no aperfeicoamento das técnicas de
analise, o uso de baldes reacionais e condicdes de refluxo em 6leos vegetais e silicone
ainda é uma realidade na maioria dos laboratérios de pesquisa.”® No entanto, nas
tltimas décadas novas tecnologias mais sustentaveis tém sido desenvolvidas para
promover reacdes organicas de forma rapida e reprodutivel, como a irradiacdo por
micro-ondas,”® a mecanoquimica usando moinhos de bolas®® e, mais recentemente,
os reatores em fluxo continuo. &

Neste sentindo, a sintese em fluxo continuo tem sido implementada em
diversos laboratérios e € uma alternativa crescente no desenvolvimento de novos
processos e no escalonamento de reacdes.®? Entretanto, a aplicacdo dos reatores de
fluxo em sintese organica nao & trivial, uma vez que para cada reacdo estudada um
sistema deve ser planejado e sua montagem otimizada. De modo geral, tais sistemas
sdo compostos por médulos e acessorios que podem ser divididos em cinco zonas

principais: entrada de solvente e reagente, misturadores, reatores, quenching e
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regulacdo de pressao. Além disso, zonas de purificacdo e anélise também podem ser
integradas aos sistemas (Figura 1.20).83

Loop de

amostra
Reagente A Regulador de

Pressao

Bomba A

Reagente B 3
Unidade de

. Unidade de T dor d
Bomba B rocador de
mistura 1 mistura 2 calor
Bomba C
Quenching

FIGURA 1.20: Diagrama simplificado dos principais componentes de um sistema em
fluxo continuo utilizado em sintese orgéanica

A entrada de solventes e reagentes se faz através de bombas de alta
pressédo, que podem ser de CLAE, bombas-seringa ou peristalticas. A escolha do tipo
de bomba a ser utilizada esta relacionada a vazao e a precisdo do bombeamento
necessarios para determinado fluido. Além disso, loops de injecdo podem ser
acoplados a uma ou mais bombas no intuito de introduzir pequenos volumes de
misturas reacionais e/ou amostras que contenham reagentes sensiveis a oxigénio,
por exemplo.83 Cabe ressaltar que nesses casos, a amostra é colocada no injetor (que
pode ser de diferentes tamanhos) e é bombeada diretamente para o reator ou para
unidade de mistura, sem passar pelas seringas da bomba. Uma das vantagens em se
utilizar o loop de injecdo é a garantia da concentracdo e da estequiometria da mistura
reacional e o aumento da vida util das seringas.

A mistura dos reagentes nas reacfes em fluxo continuo é extremamente
importe para a eficiéncia do processo. As unidades de mistura podem ser encontradas
em diferentes formatos, sendo os mais comuns 0s misturadores em T ou Y, capazes

de conectar duas ou mais tubulagdes (Figura 1.21).84
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¥ ASE

FIGURA 1.21: Tipos de misturadores utilizados nas reagbes em fluo continuo.
(Imagem copiada com permissao Copyright 2017, RSC)

A reacdo quimica ocorre nas zonas de reacéo, e a escolha do reator
dependera da natureza da reacdo. Os reatores podem ser divididos em trés tipos
principais: tubulares, microchips e os do tipo cartucho (suporte solido) (Figura 1.22).
Os reatores mais utilizados em reacdes mono- ou bifasicas sdo os tubulares,
geralmente feitos de polimeros fluorados (PTFE, PFA e FEP), ou aco inox. A escolha
do material também depende das caracteristicas da reacdo, sendo os reatores
tubulares de aco inox mais indicados para reacfes a altas temperaturas e os de
polimeros fluorados para irradiacées UV-vis e reacdes fotoquimicas, por exemplo.83
Além disso, reatores tubulares especificos para reacdes bifasicas liquido/gas foram

desenvolvidos pelo grupo do Prof. Ley e sédo conhecidos como tube-in-tube.®

B C

FIGURA 1.22: Exemplos de reatores comerciais utilizados em fluxo continuo. A:
reator tubular, B: microchip, C: reator para fase solida.

Devido a elevada razdo superficie/volume, o microchip, por sua vez,
garante a melhor transferéncia de calor entre todos os reatores. Tais reatores podem
ser de vidro, aco inoxidavel ou ceramica.®® O grande diferencial dos microchips com
relacdo aos reatores tubulares é a presenca de um misturador na entrada do
microrreator que garante excelente mistura entre 0s reagentes, e dispensa a
necessidade dos misturadores externos. Sendo assim, esse tipo de reator é indicado

para reacdes térmicas e rapidas, em que a mistura dos reagentes no ponto inicial da
28



reacdo € extremamente importante para garantir bons resultados. Entretanto, devido
ao pequeno volume dos microchips altas pressodes internas podem limitar algumas
transformacoes.®’

No caso de reacdes com catalisadores heterogéneos ou reagentes
s6lidos, estes podem ser imobilizados nos reatores de suporte sélido.2 Nesses casos,
a mistura reacional passa pelo cartucho, preenchido pelo catalisador e/ou reagente
sélido e um reagente inerte, sendo que dois filtros delimitam a zona de reacéao.
Cartuchos de vidro, materiais poliméricos e aco inoxidavel sdo comercializados para
as reacdes em fluxo em fase soélida.®® O principal inconveniente do uso desse reator
€ a possivel lixiviacdo de catalisadores metalicos imobilizados, que contaminam a
mistura reacional e desativam o reator.?° Além disso, os compostos da mistura
reacional podem ter interacfes diferentes com o material imobilizado na coluna, e em
alguns casos, o “efeito cromatografico” pode acarretar perda do controle da
estequiometria da reagdo.®®

Geralmente, uma solugdo para o quenching é adicionada na saida do
reator. Essa estratégia garante o monitoramento exato do tempo de reacdo, e
impossibilita que a reagao continue se processando no frasco coletor. No caso de
reacbes homogéneas, a reacdo também pode ser interrompida através do
resfriamento da mistura reacional, a partir da conexdo de trocadores de calor
(tubulacGes imersas em banho de gelo, por exemplo), logo apés a saida do reator.%*

Por fim, os reguladores de presséo séo conectados ao final do sistema
em fluxo, garantindo pressdo constante durante todo o processo. Dois tipos de
reguladores de presséo sdo encontrados comercialmente: cartuchos reguladores de
pressodes fixas, pré-determinadas, e reguladores de pressao ajustaveis, que podem
ser manuseados durante o processo sem que haja a necessidade de interrupgéao do
fluxo (Figura 1.23). Ambas unidades de presséo apresentam como fung¢do o controle
preciso da vazao e da estequiometria da reacao, principalmente na presenca de gases

uma vez que estes sdo mantidos em solucéo.®?
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FIGURA 1.23: Reguladores de presséao utilizados em sintese continua. A: cartuchos
de pressdes pré-definidas da index-hs, B: regulador de presséo ajustavel da
Swagelok.

1.3.1 — Sintese em batelada vs sintese em fluxo continuo

Em um recente artigo de revisdo publicado pelo grupo do Professor
Seeberger, 0s conceitos, principios, aplicacdo e comparacédo do uso de reatores em
fluxo continuo e da sintese em batelada em escala laboratorial foram discutidos.
Dentre as questdes levantadas para a escolha do método a ser utilizado, destacam-
se o tempo gasto no desenvolvimento de metodologias em fluxo, questdes de
seguranca, performance de reacBes multifasicas, heterogéneas e fotoquimicas,
seletividade e tempo reacional.®2 Nesta secdo, alguns desses tdpicos serdo
apresentados.

Uma das motivacfes para a sintese em fluxo de compostos organicos
esta relacionada a necessidade de escalonamento das reacdes.”® O aumento da
escala de reacfes em batelada pode ser acompanhado por perdas na eficiéncia,
rendimento e seletividade das mesmas, devido principalmente a diminuicdo da
eficiéncia da transferéncia de energia.®! Neste contexto, 0os processos continuos tém
como vantagem a maior facilidade do escalonamento reacional, através do uso de
varios sistemas em paralelo, muitas vezes sem que haja a necessidade de re-
otimizagdo das condigbes reacionais e/ou perda significativa da eficiéncia do
processo.%!

A melhoria na transferéncia de energia caracteristica dos reatores em
fluxo esta relacionada a maior superficie por volume que estes apresentam, gerando
gradientes de temperatura significativamente menores daqueles encontrados em
reacoes em batelada. Desta forma, o aquecimento e resfriamento da mistura reacional

se faz rapidamente na entrada e saida do reator. °* Dentre as vantagens da eficiente
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transferéncia de energia dos reatores continuos, destacam-se a possibilidade de
conducgédo segura de reacdes exotérmicas e a melhoria da seletividade de algumas
transformacdes quimicas decorrentes da diminuicdo ou eliminacdo de reacdes
colaterais de energia similar a reacdo de interesse.8!

O controle e otimizagao de “reacgdes rapidas” (com tempo de residéncia
de até 1 minuto) podem ser aprimorados em reatores de fluxo continuo.
Diferentemente dos processos em batelada, em que ha a necessidade de
resfriamento do balédo reacional para o controle do tempo da reacéo e da reatividade
dos compostos, a agitacao da mistura reacional nos reatores em fluxo continuo ocorre
de forma rapida, também devido a elevada razéo superficie/volume.8’

Além disso, a possibilidade em se realizar reacbfes em elevadas
pressfes nos sistemas em fluxo continuo permite o superaquecimento dos solventes
utilizados, garantindo reagbes em intervalos de tempo menores que aqueles
encontrados em reacgdes em batelada, com melhores rendimentos e em alguns casos
melhores seletividades.®® Desta forma, a intensificacdo do processo, isto é, a
producao continua do produto de interesse utilizando reatores de pequeno volume em
curtos tempos reacionais é uma das principais caracteristicas da sintese em fluxo.%*

Outra situacdo em que os reatores em fluxo apresentam beneficios em
relacdo as metodologias convencionais esta relacionada ao emprego e geracdo de
compostos toxicos e instaveis. As chamadas reacdes perigosas podem ser
conduzidas de forma mais segura em sistemas de fluxo continuo, pressurizados e
fechados, uma vez que desta forma as espécies reativas sdo geradas in situ, e 0
quenching da reacdo pode ser feito in-line. Além disso, os estudos sistematicos podem
ser realizados em microchips empregando menores quantidades dos regentes
toxicos.%t

Com relagéo as rea¢des multifasicas, em que solventes imisciveis séo
utilizados e/ou em que reagentes gasosos estao presentes, estas geralmente sao
mais eficientes em fluxo continuo.®3 As reacdes liquido-liquido, quando realizadas em
reatores continuos apresentam como vantagem maior dispersao entre as fases,
proporcionada pelos misturadores de pequeno volume, e consequentemente a maior
superficie de contato entre os reagentes.®® Analogamente, o uso dos reatores
continuos em reacdes bifasicas liquido/gas garante melhores rendimentos e

seletividades pelo consumo da quantidade total do gas adicionada a mistura reacional,
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sem que haja desprendimento do reagente como geralmente ocorre nas reagbes em
batelada, devido ao headspace encontrado nos baldes e vials.82°

Com respeito ao estudo de novas reacfes, a otimizacao de parametros
como estequiometria da reacao, solventes, quantidade de catalisadores e/ou aditivos
e temperatura, € realizada de forma mais rapida em batelada, devido a possibilidade
de variar um mesmo parametro concomitantemente. Em contrapartida, no fluxo
continuo a avaliacdo dos parametros reacionais deve ser realizada de forma
sequencial.®

A grande limitagdo da aplicagdo dos reatores em fluxo continuo em
sintese orgéanica, entretanto, esta relacionada as reacdes em que ha formacéo de
produtos, sais ou subprodutos insoliveis ao meio reacional, ocasionando o
entupimento dos reatores, misturadores e reguladores de pressao. Com excec¢ao das
metodologias que empregam catalisadores heterogéneos, que podem ser
imobilizados nos reatores de fase sélida, as metodologias em batelada se apresentam
como as mais adequadas aos casos de formacdo de precipitados de quaisquer
naturezas.®® Analogamente, as reacdes que se processam em suspensdes ndo sdo
indicadas para serem realizadas em fluxo continuo, visto a dificuldade em se manter
a estequiometria exata dos reagentes pouco sollveis.83

Ao longo dos dultimos anos, inumeras reacfes quimicas, tanto
conhecidas quanto inéditas, foram publicadas em fluxo continuo. Reacdes de
acoplamento mediadas por Pd,?” sintese de heterociclos,®® reacdes utilizando
diazometano® e mondxido de carbono,’® reacdes com organometalicos,%t
organocatalisadas!®> e biocatalisadas,'®® trifluormetilacdo de arenos e
heteroarenos,'%* processos que utlizam catalise heterogénea em reatores de fase
s6lida'® e funcionalizacdo C-H mediada por fotocatalise,'% sédo alguns exemplos do

vasto escopo de transformacgdes quimicas descritas recentemente.

1.3.2 — Aplicacdo da sintese em fluxo continuo nas industrias

farmacéuticas

Considerando os 12 principios da Quimica Verde, criados por Anastas e
Warner em 1998,197 véarias caracteristicas dos processos quimicos foram revisadas
no intuito de torna-los mais sustentaveis.'®® Dentre elas, destacam-se a necessidade

do planejamento de rea¢cdes com maior economia atbmica e mais seguras, 0 uso de
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reagentes de fonte renovavel, o aumento da eficiéncia energética e a diminuicdo de
residuos.109

Neste contexto, a sintese em fluxo continuo apresenta-se como uma
ferramenta importante na busca pelo aumento da sustentabilidade desses processos,
tanto em escala académica como industrial.1%°® Especificamente nas indUstrias
farmacéuticas, em que os ingredientes farmacéuticos ativos (IFA) séo obtidos através
de varias etapas reacionais, além das etapas de separacao e purificacdo, o uso de
reatores de fluxo continuo desenhados especificamente para o protocolo multi-etapas
proporciona melhores rendimentos quimicos, seletividades, produtividade e
diminuicdo de residuos.1°

A diminuicéo dos residuos na sintese em fluxo continuo esta relacionada
a possibilidade de se trabalhar em concentracdes elevadas e/ou com metodologias
sem solventes. Além disso varias etapas reacionais podem ser realizadas sem que
haja a necessidade de purificacdo de intermediarios utilizando-se reatores acoplados
em paralelo. Desta forma, a sintese em fluxo possibilita a melhoria de algumas
métricas desenvolvidas para a quantificacdo e controle da sustentabilidade do
processo, tais como o fator E e a economia atdmica da reacao. Outras métricas que
estdo relacionadas a eficiéncia do processo, tais como PMI (do inglés, Process Mass
Intensity), e RME (do inglés, Reaction Mass Efficiency) também s&o afetadas
positivamente pelos processos continuos.!!

A implementacéo dos reatores em fluxo continuo na sintese de um IFA
apresenta beneficios tanto em relacdo a maior facilidade de escalonamento do
processo como também nas fases iniciais do descobrimento de novos farmacos.1©
Além disso, a implementacéo de reatores em fluxo na industria apresenta beneficios
econdmicos devido aos menores custos de fabricagdo e operacdo pela diminuicdo
das etapas de separacdo e purificacdo de intermediarios, pelo menor gasto com
solventes e pela maior producéo/tempo.1*?

Atualmente, varias industrias farmacéuticas e grupos de pesquisa
académicos estdo explorando os beneficios que os sistemas em fluxo podem
proporcionar na sintese de blocos construtores e de ingredientes farmacéuticos
ativos.110.112.113 Fm 2013, por exemplo, pesquisadores da Novartis e do MIT Center
of Continuous Manufacturing desenvolveram o primeiro processo de fabricacdo do
anti-hipertensivo Aliskiren (Tekturna®), totalmente em fluxo continuo.*4 A sintese dos

intermediarios, bem como todas as etapas de extracdo, separacao, cristalizacao,
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secagem e formulagdo do farmaco foram realizadas sem interrupcdo através de
processos continuos (Figura 1.24). A partir desta planta, de aproximadamente 15 m?,
foram produzidas 2,7 x 10° capsulas por ano do medicamento. Com relacdo a
eficiéncia do protocolo desenvolvido, os autores compararam a producdo em fluxo
continuo com o processo em batelada previamente utilizado, e relataram a diminuigdo
das operagfes unitérias de 21 para 14, e a diminuicdo do tempo de residéncia para

47 horas comparado a cerca de 300 h do processo em batelada.**
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FIGURA 1.24: Diagrama representativo das principais operac¢des unitérias da
sintese “end-to-end” em fluxo continuo do farmaco Aliskiren, desenvolvido pela
Novartis. R: reator, S: separacéo, Cr: cristalizagao, W: filtracdo/lavagem, D: diluigéo,
E: extrusdo, MD: moldagem (Imagem copiada com permissao Copyright 2008,
Wiley-VCH)).




Com base no exposto na secao 1.3, fica evidente a contribuicdo da
quimica em fluxo no desenvolvimento de processos mais sustentaveis, através da
aplicacdo de novas metodologias e do aprimoramento de protocolos previamente

realizados em batelada, tanto a nivel académico quanto industrial.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Objetivos Gerais:

Esse trabalho teve como objetivos gerais a sintese e avaliagdo da
atividade inibitoria de compostos N- e O-heterociclicos frente a enzima

acetilcolinesterase utilizando ensaios bioldégicos com biorreatores imobilizados.

2.2 - Objetivos Especificos:

v' Sintese organocatalisada de piranocumarinas e aplicacdo desses blocos
construtores em reacdes multicomponentes;

v' Aprimoramento de metodologias sintéticas para a sintese de hidantoinas
reduzidas quirais, a partir de reagao de aziridinacao organocatalisada,

v' Estudo e desenvolvimento de metodologias alternativas para a sintese de
hidantoinas e compostos trifluormetilados em reatores de fluxo continuo,
levando em consideracao os principios da Quimica Verde;

v Sintese de compostos hibridos de cumarinas e hidantoinas para continuidade

do estudo da relagéo estrutura-atividade de cumarinas substituidas.
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3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Sintese assimétrica de piranocumarinas e derivados

Tendo em vista 0s resultados promissores descritos para a
piranocumarina decursina,*® e na busca por novos inibidores da AChE, planejamos a
sintese assimétrica de diidropiranocumarinas. A funcionalizagcdo do hemiacetal para
obtencdo de uma série de compostos com diversidade estrutural e avaliagdo do
potencial de inibicdo enzimatica dos mesmos permitiu o estudo da relacdo estrutura-

atividade.

3.1.1 - Sintese das 4-hidroxi-2H-cromen-2-onas

Véarias metodologias sdo descritas para a sintese das 4-
hidroxicumarinas. As reagfes de Friedel-Crafts entre acido malbénico e fendis na
presenca de acidos de Lewis e POCIs foram utilizadas até recentemente para a
sintese desses compostos.!® Entretanto, dentre as metodologias alternativas ao uso
de cloreto de fosforila, destacam-se as reacdes one-pot entre fendis, acido de
Meldrum e o reagente de Eaton!!® e as reacGes de adicdo nucleofilica de
hidroxiacetofenonas a carbonato de dietila.'!” Neste trabalho, foi utilizada a
metodologia descrita por Zhao et al., em que as 2-hidroxiacetofenonas e o carbonato
de dietila reagem em refluxo de tolueno na presenca de NaH.''® Desta forma, foram
sintetizados cinco hidroxicumarinas como materiais de partida para a obtencao das
diidropiranocumarinas, em bons a excelentes rendimentos (Tabela 3.1).

Do ponto de vista mecanistico, foi proposto que a reacdo se processa
primeiramente através da adi¢cao nucleofilica do fenolato & carboxila do carbonato de
dietila, levando a formacdo de um intermediario tetraédrico Il. A reagdo prossegue
com saida de etanol e posterior ataque nucleofilico do enolato a carboxila do
intermediario IV. Por fim, a forma endlica da hidroxicumarina formada € mais favoravel

que o tautdmero ceto devido a conjugacgao dos anéis fundidos (Esquema 3.1).
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TABELA 3.1: Rendimentos obtidos na sintese das 4-hidroxicumarinas
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ESQUEMA 3.1: Proposta mecanistica para a formacao das 4-hidroxicumarinas

Os compostos 3a-e foram caracterizados por RMN 1H e 13C e IV. Nos

espectros de RMN !H destacam-se a presenca de um singleto na faixa de d 5,60 —
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5,70 ppm, referente ao hidrogénio ligado ao carbono 3 do anel cumarinico, a a
carboxila do anel. Para o composto 3b, por exemplo, o hidrogénio em C3 aparece
como um singleto em & 5,75 ppm. Com relagdo ao espectro de RMN 3C do mesmo
composto, os carbonos C3 e C4 tém deslocamentos quimicos iguais a 6 91,7, 161,5
ppm, respectivamente. A formagdo do composto biciclico € também caracterizada
pelos sinais em & 152,11 (C8a) e 6 117,42 ppm (C4a), referentes aos dois carbonos

de juncao de anel (Tabela 3.2).

TABELA 3.2: Dados espcetroscépicos do composto 3b

OH
Clie e,
7 3780, 2o
Posicéo H: & (ppm), J (H2) 1B3C
2 : 164,6
3 5,75 (S) 91,7
4 - 161,5
4a - 117.4
5 7,75 (d, 2,5) 122,3
6 - 132,3
7 7,67 (dd, 2,5, 8,8) 127,9
8 7,4 (d, 8,8) 118,5
8a - 152,3

No espectro de IV do composto 3c, por exemplo, € possivel observar
uma banda larga em 3483 cm! referente ao estiramento da ligacdo O-H. Além disso,
uma banda fina e intensa referente a deformacado axial da ligacdo C=0 do anel é
observada em 1716 cmt. O estiramento da ligacdo C-Br, neste exemplo, é atribuido
as bandas em 634 e 567 cm™. No caso do composto 3b, a banda referente ao
estiramento C-Cl| aparece em 831 e 817 cm™. Cabe ressaltar que a diferenca de
comprimento de onda de uma ligacdo C-X (X = halogénio), se da em relacdo a
frequéncia de vibragdo. Sendo assim, a frequéncia da vibragcéo diminui com o0 aumento
da massa do atomo ligado ao carbono, e consequentemente 0os niameros de onda

ficam menores.
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3.1.2 - Sintese assimétrica das 2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-

cromen-5(2H)-onas (4a-i)

O planejamento de metodologias baseadas nos principios da quimica
verde, que visam a sintese de compostos enantiomericamente enriquecidos através
do emprego de fontes alternativas de energia, do uso de (organo)catalisadores e de
solventes menos agressivos se faz necessario, tanto para o design e obtencdo de
compostos bioativos, quanto para a descoberta de novos modos de ativacdo de
catalisadores. Também € importante para o desenvolvimento de novas rotas sintéticas
que visem a diminuicdo das etapas reacionais, e consequentemente, a geracao de
residuos.0”

Neste contexto, em 2012, foram desenvolvidos em nosso grupo de
pesquisa catalisadores derivados da prolina analogos ao catalisador de Jgrgensen—
Hayashi, contendo cadeias alifaticas como substituintes nos anéis aromaticos em
detrimento dos grupos fortemente elétron-retiradores presentes no catalisador
comercial. Essa modificacdo foi baseada no propdsito de se utilizar solventes
alternativos ao diclorometano, tolueno e cloroférmio, amplamente empregados em
reacbes em que o catalisador de Jgrgensen—Hayashi € utilizado. A principio, os
organocatalisadores desenvolvidos (Figura 3.1) foram avaliados, com sucesso, em
reacdes de epoxidacdo!'® e reacdes de adicdo conjugada 1,4 na presenca de agua e

etanol como solventes.120

s
S 07 s
E:’ s :
S\M/ O\M/ N 0 N N/
” o\ 5 H o\ 5 H \SiMe3 H O\ R "
SiMe; SiMe; SiMe;
5a 5b 5¢c 5d

FIGURA 3.1: Nova classe de organocatalisadores derivados da prolina.'*?

Com base nos resultados promissores dessa nova classe de

organocatalisadores, e tendo em vista os resultados previamente publicados sobre a
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sintese assimétrica de piranocumarinas,®! foi realizada a sintese desses compostos
utilizando os novos catalisadores.

O mecanismo reacional proposto para essa transformacdo estad em
concordancia com os ciclos cataliticos descritos para as adicfes conjugadas na
presenca de aminocatalisadores derivados da prolina.>® A principio, deve ocorrer a
formacgé&o do ion iminium | pela adicido do aldeido a,B-insaturado a amina secundéria
do organocatalisador, com consequente liberacdo de agua. A formacéo preferencial
ion iminium de geometria E,E é explicada pelo maior impedimento estérico gerado
entre os grupos aril do organocatalisador e o hidrogénio a ao ion iminium de geometria
Z,E. Sendo assim, a inducao assimétrica € controlada por essa geometria, permitindo
o ataque nucleofilico pelo lado oposto ao grupo volumoso do catalisador.1?122 Desta
forma, o ataque do nucleéfilo no carbono B do ion iminium | ocorre pela face Re, e
leva a formagdo da enamina funcionalizada IIl. Por fim, ocorre uma ciclizacéo
intramolecular, seguida da hidrolise e regeneracdo do organocatalisador, resultando

na formacédo do produto desejado (Esquema 3.2).

ESQUEMA 3.2: Ciclo catalitico descrito para a formacéo das piranocumarinas via
aminocatalise.??

A principio, quatro organocatalisadores (5a-d, 20 mol%) previamente

descritos pelo nosso grupo foram avaliados na reacdo modelo entre 0 composto 3a e
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o trans-2-decenal, utilizando como solvente etanol: NaClsa (2:1) em 16 horas a 10 °C
(Tabela 3.3).

O organocatalisador em que X =S e n = 5 (5a) foi o mais eficiente,
resultando no produto desejado com rendimento igual a 91% e 74% de excesso
enantiomérico (Tabela 3.3, Entrada 1). Em seguida, o melhor organocatalisador foi
sintetizado de acordo com a metodologia descrita por Paixdo et al., em cinco etapas
reacionais e com rendimento global de 21%. O composto 5a foi caracterizado por RMN

'H e 13C, e os dados obtidos foram comparados com os reportados na literatura. 11°

TABELA 3.3: Organocatalisadores avaliados na reacdo modelo para a sintese das
piranocumarinas

OH | x "
OH o !
S Cat. (20 mol%) ; O
~0 BN \
©\)olo AT EoHNaCIy (2:1) CrHss Vars
10°C, 16h o Yo : O X
4a o

3a N \SitMe, 5a-d
Entrada Organocatalisador Rendimento (%) ee (%)
1 X=S,n=5(5a) 91 74
2 X =0, n=5 (5b) 83 61
3 X=S,n=1(5c) 93 62
4 X =S, n=11 (5d) 89 71

Apés a devida caracterizacdo de 5a, a reacdo entre o composto 3a,
trans-2-decenal, 20 mol% deste organocatalisador e 20 mol% de &cido benzdico foi
estudada em diferentes solventes proéticos (Tabela 3.4, Entradas 1-5). Entretanto,
nenhum dos sistemas de solventes foi melhor que a mistura etanol:NaClsay (2:1)
(Tabela 3.4, Entrada 1).

Normalmente, co-catalisadores como o &acido benzdico (PhCO:zH)
aceleram a formagdo dos intermediarios reativos ion iminum/enamina, ativam
substratos e auxiliam na formacao do produto e na regeneracéo do ciclo catalitico de
reacoes organocatalisadas. Sendo assim, a presenca desses compostos pode
influenciar positivamente na reatividade de substratos, e na diastereo- e
enantiosseletividade dos produtos formados.”®> No caso da reacdo estudada,

entretanto, observou-se que a auséncia do acido benzoéico no meio reacional nao
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alterou de forma significativa os rendimentos e excessos enantiomeéricos (Tabela 3.4,
Entrada 6).

TABELA 3.4: Otimizacao das condi¢des reacionais para a sintese das
piranocumarinas

S/T
OH
CQ, s Q-
3: © T(°C), 16 h ! O s °
H  “siMe, .
Entrada Solvente T (C) Co-cat. Rend. (%) ee (%)
1ab EtOH: NaCl (2:1) 10 PhCO:zH 91 74
2ab EtOH 10 PhCO2H 74 72
3a.b NaCl: EtOH (3:1) 10 PhCO2H 40 68
4ab H20: EtOH (3:1) 10 PhCO:zH 53 66
5ab Glicerol: EtOH (3:1) 10 PhCO2H 68 64
6¢ EtOH: NaCl (2:1) 10 - 88 78
72 EtOH: NaCl (2:1) 20 - 81 76
ga EtOH: NaCl (2:1) -10 - 80 79
9 EtOH: NaCl (2:1) 10 - 60 69
104 EtOH: NaBr (2:1) 10 - 35 68
11d EtOH: NaCl (2:1) 10 - 67 66
12¢ EtOH: NaCl (2:1) 10 - 50 56

a Reacdes realizadas com 20 mol% de co-catalisador. ® Concentracéo da reagdo igual a 0,7M. ¢ Reagdo
realizada em concentragdo de 0,15M. 9 Reacdo realizada com 10 mol% de organocatalisador. ¢ Reagéo
realizada com 5 mol% de organocatalisador.

O segundo parametro avaliado foi a temperatura da reacdo. As reacdes
a -10°C e 20°C resultaram em excessos enantioméricos similares, embora tenha sido
constatado um pequeno decréscimo nos rendimentos dessas duas reacdes, quando
comparado com a reacgao realizada a 10°C (Tabela 3.4, Entradas 6, 7, 8). Na tentativa
de promover a reagdo de forma mais seletiva, a concentracao da reacao foi modificada
para 0,15M. Entretanto, ndo foram obtidos resultados positivos com a diluicdo (Tabela
3.4, Entrada 9). Observou-se também que a mudanca do contra-ion da solucao salina

para Br diminuiu significativamente o rendimento e o0 excesso da reacao (Tabela 3.4,
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Entrada 10). Por fim, a quantidade de organocatalisador foi avaliada, sendo que a sua
diminuicdo acarretou perdas significativas tanto no rendimento quanto na seletividade
da reacédo (Tabela 3.4, Entradas 11 e 12).

Apés a sistematica otimizacdo das condi¢cdes reacionais, foram

preparadas cinco piranocumarinas derivadas da 4-hidroxicumarina 3a (Tabela 3.5).

TABELA 3.5: Piranocumarinas sintetizadas através da reacdo de Michael
organocatalisada

/HL (20 mol%)
EtOH/NaCl (2:1),

-10°C, 16h SlMe3
Entrada Composto Estrutura Rendimento (%) ee (%)
OH
O
1 4da 80 79
S 6
(6] 0]
OH
O
2 4b 55 71
o 8
(®) o
OH
o
3 4c 75 70
. 4
O O
OH
o
4 4d 41 66
= CgH11
O (6]

A reacdo se mostrou tolerante aos aldeidos a,B-insaturados alifaticos
testados, obtendo-se os produtos de interesse em bons a excelentes rendimentos e
excessos enantioméricos de moderados a bons. Entretanto, a piranocumarina

derivada da reagdo da 4-hidroxicumarina com o trans-cinamaldeido nao foi obtida.
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Cabe ressaltar que a sintese desse composto é descrita com o uso do
organocatalisador de Jargensen-Hayashi e diclorometano em 41% de rendimento.5!
Provavelmente, no caso do derivado aromatico testado, o solvente polar protico deve
influenciar a ciclizagéo intramolecular de forma negativa.

A fonte de energia também foi avaliada durante a otimiza¢céo da reacao.
Embora os reatores de micro-ondas sejam amplamente utilizados na sintese de
compostos organicos, as justificativas de como as micro-ondas participam das
reacoes, proporcionando melhores rendimentos, seletividades e menores tempos
reacionais que as reacodes realizadas sob aquecimento convencional, ainda sao
debatidas no meio académico. A partir do trabalho seminal do grupo do Professor
Kappe, em 2000, em que foi descrita a comparacao de resultados para a reacéo
multicomponente de Biginelli através de aquecimento convencional e da irradiacao de
micro-ondas,'?* a existéncia de efeitos especificos das micro-ondas, chamados de
efeitos ndo-termais, foi contestada.'?®

De modo geral, esse efeito é definido como resultado de interacdes
diretas entre 0 campo elétrico gerado pelas micro-ondas e componentes especificos
presentes no meio reacional, ndo sendo relacionadas a nenhum efeito térmico.
Teoricamente, a presenca do campo elétrico modifica a orientagdo de moléculas
dipolares, levando a consequente alteracdo do fator A ou do fator entrépico da
equacao de Arrhenius para certos tipos de reacéo.'?> Por outro lado, defensores da
inexisténcia do efeito ndo-termal, afirmam que o aumento da eficiéncia da reagcdo em
micro-ondas é resultado unicamente de efeitos térmicos/cinéticos. Uma vez que as
reacdes em micro-ondas sdo realizadas, em sua maioria, em tubos fechados,
temperaturas acima do ponto de ebulicio do solvente sdo alcancadas em curto
espaco de tempo, favorecendo a formagcdo do produto em menores tempos
reacionais, e em alguns casos, diminuindo a formacéao de subprodutos.1?52

Apesar do debate envolvendo a existéncia ou ndo dos efeitos especificos
das micro-ondas perdurar por mais de dez anos, estudos baseados na afirmacéo da
diferenciacdo da energia das micro-ondas e da energia proveniente do aquecimento
convencional ainda sédo publicados. Como exemplo, varias metodologias tém sido
descritas com a utilizacdo de sistemas de resfriamento acoplados aos reatores de
micro-ondas.'?® Nestes casos, a aceleracdo da reacdo é justificada como sendo
resultado da combinacéo entre a energia cinética dos reagentes gerada pelas micro-

ondas, e o resfriamento simultdneo do reator, que possibilita maior penetracado da
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energia de micro-ondas no meio reacional pela remocédo do excesso de energia
latente. 261

Com base no exposto acima, e com o intuito de otimizar o tempo
reacional da reacdo de Michael organocatalisada, realizou-se a sintese das
piranocumarinas em micro-ondas com resfriamento simultaneo. O experimento inicial
com o trans-2-decenal e a 4-hidroxicumarina usando as condicfes Otimas
previamente obtidas para a metodologia convencional, resultou no produto 4a com
80% de rendimento e excesso enantiomeérico de 72%, em 30 minutos a -10 °C (Tabela
3.6, Entrada 1).

Tendo em vista o decréscimo significativo do tempo reacional que a
condicdo no micro-ondas proporcionou, investigou-se a sintese de piranocumarinas
analogas ao composto 4a, a partir das duas condi¢des reacionais 6timas (Tabela 3.6,
Entradas 2 e 3). A similaridade dos resultados obtidos em ambas as condi¢Oes
estudadas foi levada em consideracdo e, portanto, a sintese das piranocumarinas
derivadas de 4-hidroxicumarinas substituidas foi realizada apenas através da
condicdo B (Tabela 3.6, Entradas 4-7).

As diidropiranocumarinas sintetizadas 4a-i foram caracterizadas por
RMN H e 13C, IV, e CG-EM. Os excessos enantioméricos foram obtidos por CLAE
com coluna quiral AD-H e as atividades oOticas determinadas através de um
polarimetro. Além da caracterizacao geral, os compostos inéditos, 4b-d e 4f-i, foram
submetidos a analise de HRMS (do inglés, high resolution mass spectrometry).

Os espectros de massas dos derivados 4, obtidos através de
cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massas (CG-EM) estdo em
concordancia com as outras técnicas espectroscopicas utilizadas para caracterizacao
dos compostos. Nos exemplos 4f e 4g a presenca dos halogénios Br e Cl no anel
aromatico da cumarina alterou a contribuicdo das intensidades dos picos M+1 e M+2
no conjunto de ions moleculares. Isso se deve a ocorréncia dos isétopos naturais
desses atomos: para o composto 4f, que contém Cl na estrutura, a relagdo entre o

pico M+1 e M+2 é de 1:0,3 e para o composto 4g, essa relacdo € de 1:1.
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TABELA 3.6: Comparacgédo dos resultados obtidos na sintese das piranocumarinas
em micro-ondas e com aquecimento convencional

5a (20 mol%) o
EtOH NaClgyy (2:1) X
=16h, -10°C ou
0
4 :

B = MO 30 min, -10°C
SIMe3 5a

Entrada Composto Estrutura Condicéao A Condicao B

Rend (%) ee (%) Rend (%) ee (%)

1 4a
80 79 80 72
(e}
2 4d
N Cehts 41 66 52 75
(6] (@]
OH
(@]
3 4e
= 99 73 95 61
(0] O
OH
(0]
4 4f al - -
h 69 71

OH
O
° 0 Y _ _ 73 71
o” "0

OH
0
6 4h - .
A 78 67
-0 0o

OH
0
7 4i /@?\/ - - 83 87
AN
™ O]

(@]
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Embora esses compostos apresentem dois centros assimétricos apenas
o diastereoisbmero majoritario, cis, pode ser identificado nos cromatogramas obtidos
por CLAE. Isso é explicado pela troca rapida da configuracdo do carbono anomérico,
gue ocorre através do equilibrio entre a forma fechada (hemiacetal) com a forma
aberta (hidroxi-aldeido), dificultando a separacdo dos quatro estereoisdbmeros por
CLAE.

Em analogia a estereoquimica previamente definida pelo trabalho de
Rueping et al. por cristalografia de raio X, atribuiu-se configuracdo absoluta do centro
assimétrico em C4 das piranocumarinas 4 como sendo R.

Com relacao aos espectros de RMN do composto 4a, por exemplo, a
formacdo da piranocumarina p6éde ser confirmada pela presenca do sinal referente ao
H12, representado por um multipleto em & 1,88-1,96 ppm, dos sinais dos hidrogénios
metilénicos do anel pirano (H 11) em & 2,29 ppm (dt) e & 2,92-2,96 ppm (m) e
principalmente pelo duplo dubleto em & 5,65 ppm, referente ao H10. A formacao de
dois diastereoisdbmeros péde ser observada nos espectros de 'H e 3C de todos os
derivados sintetizados. Através do espectro de RMN de '3C do composto 4a foi
possivel verificar o sinal do C10 em & 93,9 ppm. Analogamente ao que ocorre nos
compostos 3, os carbonos de juncdo de anel apresentam deslocamentos quimicos
bastante diferentes: o C8a apresenta um sinal mais desblindado, devido a
proximidade ao atomo eletronegativo, em & 152,5 ppm, e carbono 4a tem um

deslocamento quimico de 115,5 ppm (Tabela 3.7).
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TABELA 3.7: Dados espectroscépicos do composto 4a

Posicao RMN H: & (ppm), J (Hz) RMN 13C: & (ppm)
2 - 163,1
3 - 105,0
4 - 158,6
4a - 115,5
5 7,77 (dd, 7,9, 1,4) 123,9
6 7,22 (t, 7,60) 122,8
7 7,48 (ddd, 7,10, 1,5) 131,6
8 7,26 (d, 7,9) 116,5
8a - 152,5
10 5,65 (dd, 9,4, 2,2) 93,9
11 2,29 (dt); 2,92-2,96 (m) 33,9
12 1,88-1,96 (m, 1H) 31,9
13-18 1,88-1,96 (m, 1H); 1,43 — 1,27 (m) 22,7-318
19 0,88 (t, 6,7) 14,2

3.1.3 - Funcionalizacdo das piranocumarinas através de reacdes

multicomponentes do tipo Ugi-Smiles

O uso das 4-hidroxicumarinas em rea¢des multicomponentes € bastante
conhecido, levando a formacdo de varios derivados, incluindo as
piranocumarinas.?7.128.129.130 Fm 2002 e 2005, El Kaim et al. descreveram pela
primeira vez o uso de fendis ao invés de acidos carboxilicos em reacdes
multicomponentes de Passerini e Ugi.131132 Normalmente, sdo utilizados fendis
substituidos com grupos elétron-retiradores para esse tipo de reacdo, e o rearranjo
final € denominado rearranjo de Smiles e néo rearranjo de Mumm (conhecido para as
reacoes multicomponentes convencionais). Desta forma, estas reacdes sao
conhecidas como Ugi-Smiles e Passerini-Smiles. O Esquema 3.3 apresenta as

variacées da reacdo de Ugi, quando do uso de &cidos carboxilicos ou fenois.*3?
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ESQUEMA 3.3: Reacao de Ugi e Ugi Smiles.

Com base no exposto acima, e nos trabalhos de El Kaim et al. 134135,
NOSSo grupo de pesquisa iniciou um estudo visando a primeira versao intramolecular
da reacdo do tipo Ugi-Smiles entre compostos contendo funcbes hemiacetal com
aminas e isonitrilas. Inicialmente foi realizada a reacédo de Michael entre a dimedona
e aldeidos a,B-insaturados com o catalisador de Jgrgensen—Hayashi.'*¢ Os produtos
obtidos foram entdo empregados na reagdo multicomponente.

O estudo sistematico da reacdo avaliou parametros como solvente,
temperatura e o uso de micro-ondas. Apesar de comumente aplicado em MCRs, 13° o
uso de metanol para essa transformacdo néo foi eficiente, visto a formacéo
significativa do subproduto derivado da adicdo nucleofilica do solvente (1,5:1 produto:
subproduto). Cabe ressaltar que a presenca do organocatalisador de amina
secundaria nédo interferiu na reacdo multicomponente, visto que ndo foram detectados
subprodutos contendo o aminocatalisador. Apds breve avaliacdo dos parametros
citados, optou-se por utilizar TFE:DCM (1:1) como solvente, 70 °C e micro-ondas em
tempos reacionais entre 10 a 30 minutos. Neste processo sequencial nao foi possivel
utilizar os organocatalisadores de cadeias longas desenvolvidos previamente devido
a baixa atividade catalitica dos mesmos em DCM e TFE.

A partir das condicbes otimas desenvolvidas, o escopo reacional foi
também estudado para as piranocumarinas. De modo geral, a reacdo se mostrou
tolerante a varias aminas e isonitrilas, inclusive aquelas derivadas de peptideos,
acucares e lipideos, resultando em hidroquinolinonas e piperidinocumarinas
altamente funcionalizadas em bons rendimentos e moderadas a 6timas seletividades.
A Tabela 3.8 resume alguns dos produtos obtidos pela metodologia sequencial

desenvolvida.
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TABELA 3.8: Sintese das piperidinocumarinas através da reacdo sequencial de
Michael/Ugi-Smiles com piranocumarinas

Ar

OH
g
X N lo)
R H  sime,
o o

Ar = 3,5-(CF3)2C6H3

R; Rj3-NH, R,-NC

R "X DCM, 10°C, 48h TFE,

10-30min, MO 6

Entrada Composto Rend. (%) ee (%)2 rd

1 6a 59 83 67:33
2 6b 59 89 73:27
3 6C 58 96 98:2
4 6d 61 88 95:5

aEXcesso enantiomérico do diastereoisdmero majoritario.

Com base no mecanismo proposto, a principio deve ocorrer a adicao
nucleofilica da amina primaria ao aldeido da forma aberta da piranocumarina, levando
a formacdo da imina IV (Esquema 3.4). A diastereosseletividade da reacdo é
governada pelo passo seguinte, que pode ocorrer por dois mecanismos:13 (1) pela
adicao cis da isonitrila a imina IV na mesma face do substituinte alquilico R, levando
em conta a conformacéo fixa da imina por ligacao de hidrogénio com o enol conjugado
ou (2) atraves da formacédo de um hemiaminal pelo ataque nucleofilico do enolato ao
ion iminium V. Em ambos os casos, as subsequentes etapas levam a formacéao do
intermediério biciclico VI que sofre o rearranjo de Smiles através do ataque nucleofilico
da amina ao carbono de juncdo de anel, levando a formacéo do intermediario spiro
VII. A delocalizacéo eletronica subsequente restabelece a conjugac¢do da cumarina,
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levando a abertura do anel de 5 membros e consequentemente ao produto 6. Cabe
ressaltar que o subproduto encontrado na reacdo com metanol € resultado do ataque

nucleofilico do solvente ao C4 do intermediéario VI, levando ao produto cadeia lateral

aciclica 7.
R,
R.—
OH | 3—N
ﬂ—fN\/A\%)//N Rs W
(o} B
08~ Mec. A Mec. C ) N. X
X R = NS —_— >
! R, t—\ h®R1
o” "o o~ o o o
v
Mec. B /
R ® Re
2~ ,Rg
NH-ON OMe Ry HN™
G
(o} N o
X HN
Rt 0 Yo “R,
o o 7 6

Hemiaminal

ESQUEMA 3.4: Proposta mecanistica das reacdes do tipo Ugi-Smiles

Através dos espectros de RMN 'H e dos cromatogramas obtidos por
CLAE, foi possivel observar que a diastereosseletividade da reacédo é afetada pela
natureza da amina primaria envolvida. O uso de aminas nao-quirais, como a benzil e
n-butil amina levaram a formacao dos produtos como mistura de diastereoisdbmeros
(Tabela 3.9, Entradas 1-2). Entretanto, o emprego de aminas estericamente
impedidas, como as derivadas de peptideos, resultou em piperidinocumarinas com
alta diastereosseletividade (Tabela 3.9, Entradas 3-4). Estudos subsequentes
mostraram que aminas ndo quirais com grupos volumosos, como a t-butil amina,
também direcionam a formacéo preferencial de um diastereoisomero. Além disso, o
uso de D- ou L-aminoé&cidos ou S- ou R-metil benzil amina proporcionou a obtencéo
do isbmero cis majoritariamente. Essas importantes observacdes confirmam que a
estereosseletividade da reacgdo é induzida principalmente pelo impedimento estérico
do substituinte a & amina, que pode ser ou ndo quiral.

Com o intuito de determinar a configuracdo relativa do novo centro
assimeétrico formado, com base na configuragdo pré-definida de C4 por Rueping et al.
os dois diastereoisdmeros do composto 6a foram isolados por coluna cromatografica
e submetidos as analises de RMN 1D e 2D. Desta forma, foi possivel observar

acoplamentos entre os hidrogénios do substituinte R na posi¢cao C4 e os hidrogénios
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do ciclohexil da isonitrila. Além disso, fortes interacdes entre o NH da amida e o H5
aromatico com os hidrogénios da cadeia alquilica em C4 foram determinadas. Esses
resultados corroboram com a proposta de adicdo cis da isonitrila a imina ou ao
hemiaminal e sugerem que o substituinte C2 apresenta configuracdo relativa cis ao
C4. Tais acoplamentos puderam ser observados apenas pela existéncia das
interagOes 1,3-diaxiais entre 0s substituintes em questdo. Em contraste, correlagcoes
entre o hidrogénio ligado ao C2 e hidrogénios do substituinte de C4 foram encontrados
nos espectros de noesy do diastereoisbmero minoritario, evidenciando uma
configuracdo relativa trans entre os substituintes em C2 e C4. Através dessas
observacbes foi possivel atribuir os sinais caracteristicos da formagcdo do

diastereoisdmero majoritario da piperidinocumarina 6a (Tabela 3.9).

TABELA 3.9: Dados espectroscépicos do composto 6a

Posicéo RMN !H: & (ppm), J (Hz) RMN 3C: & (ppm)
21l 3,73 - 3,68 (M) 58,04 e 47,67
3 2,61 (ap.d, J = 14,1); 1,88-1,86 (m) 29,43
4 2,76-2,73 (M) 30,72
5 7,40-7,33 (m) 117,94
6 7,51 (t, J=7,1) 128,35
7 7,32-7,26 (m) 124,09
8 7,80 (dd, J = 8,0, 0,7) 127,48
9  4,68(d,J=158);4,33(d,J=158Hz) 50.63
10 6,58 (d, J =8,7) -
12-22 1,61-0,89 (m) 20,34-32,68
23 0,86 (t, J = 6,2) 14,12

3.2 - Sintese assimétrica de hidantoinas e derivados

Tendo em vista a estrutura do composto LSPN223, e os relatos sobre o

potencial biolégico das hidantoinas em doencas neurodegenerativas como
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Alzheimer,?! propusemos neste trabalho a substituicdo da piperidina da cadeia no C7
do anel aromatico, por derivados de hidantoinas e a avaliagdo do possivel sinergismo

entre a cumarina e a hidantoina na inibicdo da AChE (Figura 3.2).

(0] (0]
0]
G X OEt HN\( X OEt
R
N\/\O o o ‘SfN\/\O o o
(0]

FIGURA 3.2: Cumarina LSPN223 e analogo contendo hidantoina

Para a preparacdo deste analogo, foi necessaria a sintese de
hidantoinas, que foi abordada empregando trés diferentes metodologias.
Primeiramente, estudou-se as hidantoinas reduzidas através da reacao de dimeros
de amino aldeidos e isocianatos na presenca de hexafluorisopropanol (HFIP) (Sesséo
3.2.1). Em seguida, a sintese de hidantoinas 5-substituidas foi realizada através de
reagcdes com aminoacidos naturais e isocianatos em meio béasico (Sesséo 3.2.2). Além
disso, outras hidantoinas 5-substituidas e as 5,5-dissubstituidas foram obtidas através
da reacdo de Bucherer-Bergs, sendo que para essa reac¢ao, um protocolo em fluxo
continuo foi desenvolvido visando o aprimoramento da metodologia em batelada
(Sessbes 3.2.3 e 3.2.5).

As hidantoinas 5- e 5,5-dissubstituidas foram submetidas a reacdes de
substituicdo Sn2 com a cumarina 18 para a obtencdo dos compostos hibridos
(Sessbes 3.2.2.1 e 3.2.4, Esquema 3.5).

0 o) o
R, N~ OFEt N’ NH OEt
R1>SrN\/\O 0o —> o HRZ
R, HO 0 Yo
0 o 18

ESQUEMA 3.5: Planejamento retrossintético para obtencéo dos hibridos de
hidantoinas e cumarinas.
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3.2.1 - Sintese das hidantoinas reduzidas

A sintese das hidantoinas reduzidas foi planejada através da
metodologia previamente desenvolvida por Cheung et al.”” O ponto chave dessa
metodologia € a obtencdo das 2-formil aziridinas, susceptiveis a auto-condensacao
em pH acima de 5 em uma variedade de solventes. Desta forma, as 2-formil aziridinas
sdo isoladas e caracterizadas como seus dimeros correspondentes (Esquema 3.6).1%7

OH o) o
/
NHo NHOH2~— g JANH
Ay — N AN =

ESQUEMA 3.6: Equilibrio das espécies monoméricas e diméricas dos amino-
aldeidos.

Estudos cristalograficos revelaram que essa dimerizacdo €
estereosseletiva, ou seja, ha preferencialmente associacédo entre dois enantioméros
S, por exemplo, pela estabilizacdo por ligagdo de hidrogénio entre a hidroxila do
hemiacetal e o NH livre da aziridina a ao anel de 5 membros.'#? No caso da associacdo
entre enantibmeros R e S, ha uma desestabilizacdo por efeito estérico entre os

hidrogénios do metileno do anel aziridina e o hidrogénio do aminal (Figura 3.3).

&ii N

N N

H H

{'\o o ZLO OH
IN—H

P N

H
H
Favoravel Desfavoravel

FIGURA 3.3: Estereosseletividade da auto-condensacao das 2-formil aziridinas.

Além disso, estudos de RMN descartam a formagéao do hemiaminal com
um anel 6 membros, sugerindo que a formacao do hemiacetal de 5 membros é cinética

e termodinamicamente favoravel. Do ponto de vista sintético, essas espécies
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homogquirais sdo importantes blocos construtores em virtude da natureza nucleofilica
da porcéo aziridina e eletrofilica do aldeido adjacente.4?

A sintese dos dimeros de aminoaldeidos foi primeiramente descrita por
Hili et al., tanto a partir da reagao de reducao de a-esteres-aziridinas com DIBAL
(Esquema 3.7, a), como através de transformacdo multi-etapas com aminoacidos

naturais, resultando em dimeros enantiomericamente enriquecidos (Esquema 3.7,
b)_137,138

a

o 1.NaNg NH,Cl
R I co.pe EIOH: 65°C, 5h R\ o DIBAL _ M
211€ 2 PPh; MeCN, Me " eon
40-85°C, 5h Rend. global 51-93%

(0]
R\)J\ E Cl)]\O/R1 KOH
Y OH — > R\./\OH o R

- % g
NHBoc  ii. NaBH, NHBoc TsCl “NBoc
R= jBu
R =H TMP
n-BulLi

H O
N
< DIBAL. R/Q/U\ok

MeOH

Rend. global = 9%

ESQUEMA 3.7: Rotas sintéticas descritas para obtencdo dos dimeros de aziridina-
aldeido

Na tentativa de otimizar a metodologia para a sintese dos dimeros, e
desta forma, minimizar etapas de purificacdo de intermediérios e 0 uso de reagentes
como cloroformatos de alquila, n-BuLi e DIBAL, foi proposta uma rota sintética
alternativa para a formacdo dos mesmos. Para tal, planejou-se uma reacao de
aziridinacdo organocatalisada entre aldeidos a,B-insaturados e aminas protegidas,
seguida de uma reacdo para retirada do grupo protetor, levando a formacao dos
dimeros de amino aldeidos enantiomericamente enriquecidos, em apenas duas

etapas reacionais (Esquema 3.8).
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| H L OH
| + L~ PG Aziridinagéo NH O
Desprotecidao PG R4/<l/(
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! Ph PG A
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e - R4/<I/Z< JE
11 H

ESQUEMA 3.8: Rota sintética proposta para sintese ds dimeros de amino aldeidos.

3.2.1.1 - Sintese organocatalisada das 2-formil aziridinas

Diversas metodologias sdo descritas para a sintese assimétrica de
aziridinas, tanto a partir de substratos quirais e/ou auxiliadores quirais,'*®* como
através de catalise assimétrica utilizando catalisadores organometalicos.'*® A
metodologia descrita por Vesely e col. foi pioneira na sintese organocatalisada de 2-
formil aziridinas através da reacéo entre aldeidos a,3-insaturados e aminas protegidas

(Esquema 3.9).141

[ >O PG
i LG N N §
HH . HN H R1/Q/U\H

PG

ESQUEMA 3.9: Reacgao de aziridinagao através de aldeidos a,B-insaturados e
aminas protegidas

Neste trabalho, os autores descreveram a utilizagéo de hidroxiaminas N-
protegidas como fonte de nitrogénio capazes de atuar como nucledfilos e
subsequentemente como eletréfilos, levando a formacdo enantiosseletiva das
aziridinas em uma Unica etapa reacional.

Com relacdo ao mecanismo proposto para a reacdo, a principio ocorre
uma adicdo nucleofilica do aminocatalisador ao aldeido a,B-insaturado, formando o
ion iminium VIII. De forma analoga ao mecanismo discutido na reacao
organocatalisada de Michael para formacao das piranocumarinas (Esquema 3.2), a

formacédo preferencial do ion iminium de geometria E,E faz com que o ataque
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nucleofilico da amina protegida ao carbono B do ion iminium seja seletivamente pela
face Re. Em seguida, ocorre o ataque nucleofilico da enamina IX ao nitrogénio da
amina, agora um centro eletrofilico, levando a uma ciclizacao 3-exo-tet, com liberacao
de &cido p-toluenossulfénico. A formacdo do anel da aziridina, por uma ciclizacao
intramolecular, desloca o equilibrio global da reacéo para a formacao do produto. Por
fim, ocorre a hidrélise do ion iminium X, com a regeneracdo do organocatalisador e

formacdo das 2-formil-aziridinas N-protegidas (Esquema 3.10).14!

R, N

Boc
‘X o VLY
. Ph OAc \OTS
TsOH N) Ph
OTMS
74
) IX
R “NBoc AcOH
(7
<°

ESQUEMA 3.10: Mecanismo descrito para a sintese organocatalisada das 2-formil-
aziridinas.

O trans-2-pentenal e a N-Boc-O-tosil-hidroxiamina foram os substratos
escolhidos para a otimizacdo da reacdo. Na tentativa de formacdo das 2-formil
aziridinas e subsequente desprotecdo do grupo Boc one-pot algumas condi¢des
reacionais convencionais foram testadas. Nestes testes, a sintese da aziridina foi
realizada nas condigcbes previamente descritas por Vesely et al., utilizando
diclorometano como solvente (0,2 M) e 20 mol% do organocatalisador de Jgrgensen-
Hayashi a temperatura ambiente (Tabela 3.10).
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TABELA 3.10: Condi¢bes de desprotecdo do Boc testadas one-pot

o i. DCM, NaOAc, OH !
I Ho o 13 (20 mol%) ; Prl;h
" ~ 0minta g 0 | >+
K& Ts0 \([)]/ \’< ii. Desprotegdo PG c5H11—M - H OoTMS
CsHyq 12b CsHqq | 13
Entrada Desprotecao
1 DCM, (C2Hs)sSiH, DIPEA, TFA, 0°C, 40 min
2 4M HCI, Dioxano, NaHCOg, ta, 2 h
3 Anisol, TFA, H2S0O4, ta, 40 min

Devido a alta sensibilidade e reatividade das 2-formil aziridinas
protegidas nas condicdes reacionais testadas, ndo foi possivel a obtencéo do dimero
one-pot. Além disso, mesmo que a formacgdo do dimero tivesse se processado de
forma eficiente, o rendimento quimico do produto poderia ser influenciado pela
presencga de excesso de aldeido a,B3-insaturado, uma vez que este e o dimero podem
reagir via reacdo de aza-Michael/Aldol, levando a formagédo de produtos colaterais.#?

Visto as primeiras tentativas sem sucesso de obtencao dos dimeros one-
pot, optou-se por avaliar solventes alternativos aos clorados descritos para a reacao
de aziridinacdo e isolar as 2-formil aziridinas protegidas.'#14® Para isso, a reacao foi
realizada com TsONHBoc (1,0 equiv., 0,2 M), NaOAc (3,0 equiv.) e 20 mol% do
organocatalisador 13 em diferentes solventes, levando a formacéo de 1la (Tabela
3.11). A principio, MeCN foi utilizada na reacdo modelo com o trans-2-pentenal. O
excesso enantiomérico foi determinando apds derivatizacdo para o0 éster
correspondente (1lab), em duas etapas reacionais (Esquema 3.11). Através de
comparacdo com os dados da literatura, o diastereocisbmero majoritario foi definido

como tendo estereoquimica 2S,3R.14!

Boc Boc

e} | Boc\ o
PLI NaBH, ¢\ _BzCLEN,DMAP N
_—
CzHs H MeoH,0°C-ta O2Hs OH DCM, ta, 2h csz/Q/\OJ\©
11a 40 min 11aa 11ab

ESQUEMA 3.11: Derivatizacdo da aziridina aldeido 11a para determinagdo do
excesso enantiomérico através de CLAE.
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Devido a maior estabilidade do composto 11aa em relagédo ao composto
11a, foi determinado o rendimento quimico do produto reduzido para otimizacao dos
solventes. A reacdo com MeCN levou a formacdo do produto 1laa em 70% de
rendimento apés as duas etapas reacionais (Tabela 3.11, Entrada 1). Por outro lado,
0 uso de um solvente polar prético como EtOH proporcionou queda significativa do
rendimento reacional (Tabela 3.11, Entrada 2). A reacdo em fase etérea, mesmo em
longos periodos reacionais, ndo proporcionou bons rendimentos, embora tenha
apresentado excelente enantiosseletividade e diastereosseletividade (Tabela 3.11,
Entrada 3). Desta forma, um experimento a 40 °C foi realizado na tentativa de melhorar
o rendimento reacional. Embora tenha sido possivel verificar aumento no rendimento
da reacdo, sem alteracdo do excesso enantiomérico, houve perda significativa da
razdo diastereoisomérica (rd) com o aumento da temperatura (Tabela 3.11, Entrada
4).

TABELA 3.11: Otimizacao dos solventes na reacao de aziridinagéo

i. 13 (20 mol%)

? H Solvente, NaOAc Eoc Ph
J) * Boc”“OTs rt, t (min) CZHS/Q/\OH [N> <0'|:|t\‘ns
C,Hs ii. NaBH,, ; H
MeOH 1aa ' 13
Entrada Solvente t (min) Rend. (%)? ee (%)P rd¢

1 MeCN 20 70 97 98:2
2 EtOH 20 52 96 90:10
3 MeTHF 120 36 99 96:4
4d Me-THF 20 56 98 88:12
5 Tolueno 20 52 99 88:12
6 AcOEt 40 85 98 91:9
7 TFE 120 - - -
8 GVL 20 nd - -

a Rendimento isolado. P Determinado por coluna quiral via CLAE depois da reducédo seguida de
esterificacdo de 11la. Excesso enantiomérico referente ao diasterecisdbmero majoritario. ¢ Determinado
por RMN *H do bruto reacional. ¢ Reacdo realizada a 40°C.
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Outros solventes como tolueno, trifluoretanol (TFE) e y-valerolactona
(GVL) foram testados. No caso da reacdo em tolueno, baixo rendimento e baixa
diastereosseletividade foram observados. A reacdo com TFE n&o resultou no produto
desejado, sendo recuperados materiais de partida apos 2 horas de reacdo. Apesar da
conversao total obtida na reagcdo em GVL, nao foi possivel a remocédo do solvente da
2-formil aziridina mesmo apds varias tentativas de purificacao.

Desta forma, as reacdes em MeCN e AcOEt resultaram nos melhores
rendimentos, excessos enantiomeéricos e rd. Com base no guia de sustentabilidade de
solventes da GSK,** que caracteriza os solventes de acordo com critérios como
seguranca, origem, impacto ao meio ambiente e geracdo de residuos, por exemplo,

optou-se por dar continuidade a otimizacdo da reacdo empregando AcOEt como

solvente.
TABELA 3.12: Sintese assimétrica das 2-formil aziridinas
(') H 13 (20 mol%) ﬁ°°o E P
(1) 1
* Boc” “OTs > | wph
J) AcOEt, NaOAc RMH . N otms
R ta, 40 min 1 5 13
Entrada Composto Estrutura Rend. (%) ee (%) rd¢
roo
1 1lla N 66 982 92:8
MH
Boc

2 11b M 67° 992 928
4 H

Boc
ﬁ (o)
3 11c (Q)(H 74 93¢  88:12
©\/°
Boc

N ©

4 11d ©/\/Q)4H 55 99¢ 92:8

aDeterminado por coluna quiral via CLAE apés reducéo e benzoilagdo para o éster correspondente. ©
Rendimento referente ao alcool correspondente. ¢ Determinado por coluna quiral via por CLAE apoés
reducdo para o alcool correspondente. Excesso enantiomérico do diastereoisdbmero majoritario °©
Determinado por RMN *H do bruto reacional.
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Com a condi¢do 6tima determinada - AcOEt como solvente, NaOAc
como base, temperatura ambiente por 40 minutos - outros aldeidos a,B-insaturados
foram avaliados. Inicialmente, trans-2-octenal foi utilizado, levando a formacéo do
produto 11b com 67% de rendimento, excesso enantiomérico de 99% e rd de 92:8
(Tabela 3.12, Entrada 2). Outros dois aldeidos, derivados do cis-2-butenodiol e do 3-
fenil-1-propanol, previamente sintetizados,*> foram utilizados na reacdo de
aziridinacdo organocatalisada. Ambas as reacdes proporcionaram bons rendimentos
e Otimas seletividades (Tabela 3.12, Entradas 3 e 4).

Com o intuito de avaliar o desempenho de aldeidos aromaticos na
reacdo de aziridinacdo, o trans-cinamaldeido foi submetido as condi¢des Otimas da
reacao. Neste caso, entretanto, houve a obtencao praticamente exclusiva do a-amino
aldeido correspondente (14). A formacéo deste produto se da pela desprotonacdo do

carbono 3 ao anel aromatico no intermediario IX, levando a abertura do anel aziridina

(Esquema 3.12).146
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ESQUEMA 3.12: Mecanismo para a formacgéo do subproduto observado pela
abertura da 2-formil aziridina.

Sendo assim, modificacbes na condicdo o6tima foram avaliadas na
tentativa de obtencdo da 2-formil aziridina derivada do trans-cinamaldeido.

Primeiramente, uma reacéo a -20 °C, mantendo-se constante o excesso de base, foi
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testada e, em seguida, a -20 °C com diminui¢do da quantidade de base (1,5 equiv.).
Entretanto, em ambos os casos, apenas o produto derivado da abertura da aziridina
pdde ser observado (Tabela 3.13, Entradas 1 e 2).

O efeito eletronico dos substituintes do anel aromatico foi entdo estudado
nas duas condi¢cfes reacionais alternativas (com reducdo da temperatura e com a
reducdo da temperatura e da quantidade de base) e na condicdo 6tima da reagdo. As
reagcbes com o trans-p-metoxicinamaldeido a temperatura ambiente, -20°C e com
reducdo da quantidade de base a -20°C, resultaram apenas no produto a-amino
aldeido indesejado, evidenciando que grupos doadores de elétrons no anel aromético
favorecem a abertura do anel aziridina (Tabela 3.13, Entradas 3-5).

TABELA 3.13: Condicfes reacionais testadas para a sintese das 2-formil aziridinas
derivadas de aldeidos a,B-insaturados aromaticos.

)
H Boc

| o :
N o N NXg | Ph
| Boc” OTs A130(I25? r;og/;) . R oo o—cen
cLEL NabAc g H ) I >N oTms
R temp (°C), 40 min Boc + H

1 14 E 13

Base Temp. Produto

0,
Entrada (equiv) (°C)  (Rend.%) € %) rd
1 H 3,0 -20 l4a nd nd
22 H 15 -20 1l4a nd nd
3 0-MeO 3,0 25 14b nd nd
4 0-MeO 3,0 -20 14b nd nd
5a o0-MeO 1,5 -20 14b nd nd
6 p-F 3,0 25 1l4c nd nd
7 p-F 3,0 -20 1l4c nd nd
82 p-F 15 -20 14c nd nd
Qb 0-NO:2 15 -20 1le (57%) 99% 78:22
10° 0-NO2 3,0 -20 1le (72%) 99% 82:18

a2 Reacdo realizada em 2 horas. P Rendimento isolado entre parénteses; excesso enantiomérico
determinado via CLAE do alcool correspondente.
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A reacdo com o trans-p-fluorcinamaldeido também néo resultou nos
resultados esperados em nenhuma das trés condi¢cfes reacionais avaliadas, sendo
observada a formacao do subproduto indesejado majoritariamente e tracos do produto
de interesse — através de RMN *H do bruto reacional — que ndo se mostrou estavel a
purificacdo por coluna cromatografica com silica flash (Tabela 3.13, Entradas 6-8). Por
fim, a reacdo com trans-o-nitrocinamaldeido se mostrou bastante promissora a -20°C
com 1,5 equiv. de base resultando em 57% de rendimento, excesso enantiomeérico de
99% para o diastereoisomero majoritario, e razao diastereoisomérica de 78:22 (Tabela
3.13, Entrada 9). A titulo de comparacéo, repetiu-se a reacao utilizando 3,0 equiv. de
base a -20°C, sendo obtidos melhores rendimentos e seletividades (Tabela 3.13,
Entrada 10). Neste caso, a moderada diastereosseletividade da reacéo é proveniente

do aldeido de partida, que foi sintetizado com uma rd de 88:12.

Os resultados obtidos na reacdo com o-nitrocinamaldeido sugerem a
necessidade de um grupo fortemente retirador de elétrons para que a reacao se
processe satisfatoriamente com aldeidos a,B-insaturados aromaticos, sem que haja
abertura da 2-formil aziridina em quantidades significativas. A influéncia eletronica dos
substituintes na reacéo de aziridinacao pode ser explicada pelo fato de que a abertura
da aziridina ativada (intermediario Xll, Esquema 3.11) se processar através de um
mecanismo de fronteira Sni/ Sn2. Desta forma, a presenca de grupos doadores de
elétrons estabiliza o carbocation formado, favorencendo a abertura do anel. Em
contrapartida, grupos elétron-retiradores desentailizam o possivel carbocétion
formado, desfavorecendo a abertura do anel.

Uma vez que 0s compostos sintetizados ja sdo descritos na
literatura,143146 a caracterizacdo das 2-formil aziridinas e de seus alcoois e ésteres
correspondentes foi feita através de RMN 'H e 3C. Os excessos enantioméricos dos
compostos derivatizados foram obtidos através de cromatografia liquida com colunas
quirais em equipamentos de CLAE e UPC?(do inglés, UltraPerformance Convergence
Chromatography). Através dos espectros de RMN H e *C do composto 11a, por
exemplo, foi possivel a verificacdo da formac&o do produto pela presenca dos sinais
caracteristicos para essa classe de compostos. No caso do espectro de RMN H, o
anel aziridina é representado por sinais em & 2,92 ppm (dd) e 6 2,79 ppm (dt), e pelo
hidrogénio do aldeido, encontrado como um dubleto em & 9,09 ppm. Os carbonos
correspondentes foram verificados no espectro de RMN 3C em deslocamentos

guimicos iguais a © 46,89, 44,94 e 195,86 ppm, respectivamente.
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3.2.1.2 — Desprotecao da 2-formil aziridinas com TBAF

Uma vez que a tentativa de desprotecédo do grupo Boc nao foi eficiente
nas condi¢des classicas testadas, metodologias mais brandas foram utilizadas para
evitar decomposicao do produto e/ou do dimero. Fusco et al. descreveram a sintese
assimétrica de aziridinas terminais, utilizando desprotecdo do Boc da aziridina com
TBAF (fluoreto de tetrabutilamoénio) em refluxo com THF.14/

Esse tipo de desprotecdo com sal de ambnio quaternario é empregado
para uma gama de N-heterociclos além das aziridinas, tais como inddis, anilinas,
aminas primarias e secundarias, entre outros,'*8 e pode ser vista como uma alternativa
viavel para a desprotecao de substratos sensiveis a condi¢cdes drasticas como 0 uso
de TFA ou HCI.

Duas propostas mecanisticas sdo reportadas para explicar o curso da
reacao: uma delas considera o carater nucleofilico do fluoreto, enquanto a outra leva
em consideracdo seu carater basico.'*® A primeira proposta, sugere que ocorra um
ataque nucleofilico do ion F~ a carboxila do grupo Boc, levando a formac¢éo do produto
de interesse e Boc-F. Apds hidrélise do Boc-F, ha formacéo de terc-butanol, CO2 e HF
(Esquema 3.13, a). J4 a segunda proposta leva em consideracao a capacidade basica
do ion fluoreto em remover um hidrogénio do Csp® do Boc via B-eliminacéo, levando
a formacao do composto nitrogenado desprotegido, isobuteno, CO2 e HF (Esquema
3.13, b).

Sabe-se que o ion fluoreto apresenta maior carater nucleofilico em
solventes polares apréticos, sendo que a nucleofilicidade da espécie € diminuida em
solventes polares préticos devido a solvatacdo do anion.**° Sendo assim, levando em
consideracdo a baixa acidez dos hidrogénios da metila do grupo Boc e o carater
aprotico do THF, sugere-se que o mecanismo proposto no Esquema 3.13 (a) seja o

mais viavel para desprotecdo do Boc com TBAF, nessas condicdes.
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ESQUEMA 3.13: Possiveis mecanismos reacionais para a clivagem do Boc pelo
TBAF monohidratado.

Com base no exposto acima, a reacdo de desprotecdo descrita com
TBAF em refluxo de THF por duas horas foi testada para obtencédo dos derivados do
trans-2-pentenal (12a) e do trans-2-octenal (12b), obtendo-se rendimentos de 68 e

72%, respectivamente (Esquema 3.14).

Boc OH
M __TBAF Wl
THF

12a = R= C2H5 = 68%
12b = R= C5Hyq = 72%

ESQUEMA 3.14: Sintese dos dimeros de aziridina-aldeido

Com o propdsito de avaliar a eficiéncia de um analogo mais sustentavel
ao THF como solvente da reacdo, repetiu-se a reacdo do composto 11b com 2-
metiltetraidrofurano (Me-THF), nas mesmas condi¢des reacionais apresentadas no
Esquema 3.13 e obteve-se um resultado promissor em uma hora de reagédo, com
100% de conversdo analisado por RMN 'H do bruto reacional e 42% de rendimento
isolado. Observou-se, entretanto, que os rendimentos isolados tanto nas reacdes
realizadas com THF como naquelas com Me-THF néo foram reprodutiveis, devido
principalmente a alta polaridade dos compostos e a dificuldade do acompanhamento
da reacédo por cromatografia em camada delgada. Esse problema se agravou para os
derivados das outras formil-aziridinas sintetizadas, devido ao aumento da polaridade

dos compostos. Sendo assim, optou-se por verificar a formacéo dos dimeros de amino
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aldeidos por RMN *H e utiliza-los na reacéo de formacéo das hidantoinas reduzidas
sem purificacdo por coluna cromatografica.

O acompanhamento da reacdo por RMN 1!H, para obtencdo da
conversao da reacdo, foi realizada pela observacéo dos hidrogénios caracteristicos
dos compostos. Para isso, foi analisado o desaparecimento do sinal do hidrogénio do
aldeido do material de partida, de deslocamento quimico em torno de 9,10 ppm e o
aparecimento dos sinais de hidrogénio do hemiacetal e do hidrogénio do hemiaminal

- deslocamentos quimicos em 5,20 e 4,90 ppm, respectivamente (Figura 3.4).

2,80 Boc OH
H ,{l o o \H 5,20
RM NH
- H R >N
290 H 9,10 4 90H R

FIGURA 3.4: Deslocamentos quimicos, em ppm, dos hidrogénios caracteristicos das
2-formil aziridinas N-Boc protegidas e dos dimeros de amino aldeidos.

3.2.1.3 — Obtencéao das hidantoinas reduzidas

A sintese das hidantoinas reduzidas foi realizada com base na
metodologia descrita pelo grupo do Professor Yudin, em que dimeros de amino
aldeido com substituintes alifaticos e isocianatos reagem em uma mistura de HFIP
(hexafluorisopropanol) e agua para a formacdo do produto biciclico.”” Com base no
carater anfotérico de ambos materiais de partida, os autores exploraram a capacidade
das 2-formil aziridinas em sua forma monomérica formada in situ, em atuar em
anelacdes do tipo (3+2). A dissociacéo do dimero € altamente dependente do solvente
da reacao: estudos prévios do mesmo grupo de pesquisa apontam que diferentemente
de outros solventes como DCM, metanol, THF, MeCN e tolueno, os solventes
fluorados como HFIP séo capazes de quebrar rapidamente a ligacao de hidrogénio,
que estabiliza o dimero, favorecendo a abertura do hemiacetal e consequentemente
aumentando a reatividade da aziridina aldeido.'#?

Em relagcdo ao mecanismo da reacao, a anelacao (3+2) planejada deve
ocorrer por etapas: a principio, a reacdo se processa através do ataque nucleofilico
do nitrogénio livre da aziridina ao carbono a do isocianato. Em seguida, ocorre a

abertura do hemiacetal levando a formacéo do intermediério aciclico XIV e a perda de
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uma unidade monomeérica de aziridina aldeido. Por fim, uma cicliza¢do 5(enol, endo)-
exo-trig do intermediario XV, promove a formacdo das hidantoinas reduzidas
(Esquema 3.15). Cabe ressaltar que a depender da propor¢do HFIP:H20 adicionada

no meio reacional, ha formacéo do subproduto 16 com consequente abertura do anel

aziridina.”’
R? R?
| . |
S
e NH o Mec. B fo)
S /RZ + o N ~/ - N
N R4/<I/LN — R4/<l/l\N R4/<l/l\N
R4
12 X1 4 16 R4
Mec. A
NH
o endoR? R, Yo R2

DY _N |
N—4 HOY_ w HO__N o
R V.
4W\(N_R2 - /;Nr/zexo - I(OH /
H
OH Ry N¢ R4/<I/Lr?\l
15 XV XIV R,

ESQUEMA 3.15: Mecanismo proposto para sintese das hidantoinas reduzidas.

Com base no exposto acima, e devido a dificuldade de purificacdo de
forma eficiente dos dimeros de aminoaldeidos, a sintese das hidantoinas reduzidas
foi realizada através das duas etapas sequencias previamente discutidas (Tabela
3.14).

As reacfes com fenil isocianato e os dimeros de aziridina aldeidos com
substituintes alifaticos, proporcionaram as correspondentes hidantoinas reduzidas em
bons rendimentos (Tabela 3.14, Entradas 1-4). De forma analoga ao trabalho de Yudin
et al.”® ndo foi possivel detectar a formacdo do produto da reacdo entre o fenil
isocianato e o0 dimero com substituinte aromatico (derivado do trans-o-
nitrocinamaldeido). Outros isocianatos alifaticos foram empregados na metodologia
com dimeros também alifaticos, resultando em hidantoinas reduzidas com bons
rendimentos (Tabela 3.14, Entradas 5-6). Além disso, a reagcdo com 0 p-metoxi-
fenilisocianato resultou no produto de interesse em 49% de rendimento e 99% de ee,

apos duas etapas reacionais (Tabela 3.14, Entrada 7).
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TABELA 3.14: Sintese sequencial para obtencdo das hidantoinas reduzidas

OH o]
Boc o /[<
N TBAF o R,-NCO N \y—r
R1A/U\H Me-THF R1—*<le\w HFIP:H,0 R1—§1\( 2
90°C, 1h R, ta1h H o bH
1 12 15
Entrada Composto Estrutura Rend. (%) ee (%)P

1 15a ‘—/ﬂ\(N—Ph 59 99
H
OH
L
2 15b /,4/7\(:«—% 43 nd
H

N N—Ph
3 15¢ or,?\( 40 nd

4 15d N—Ph 44 99
H
OH
z
N N e
5 15e H 51 98

f 43 90

(o]
6 15f NJ<

OH
b
7 15g 49 99

aRendimento isolado apdés as duas etapas. "Determinado por UPC2. nd: nédo determinado.



A configuracéo relativa dos compostos foi determinada por comparacao
com os dados descritos no trabalho de Cheung et al.”” As hidantoinas 15a-g foram
caracterizadas por RMN H e 3C, ponto de fusdo e HRMS. A converséo do dimero de
aminoaldeido na hidantoina reduzida 15a pode ser observada por RMN !H pela
auséncia do sinal do hidrogénio do hemiacetal em deslocamento quimico de & 5,20
ppm. Dentre os sinais caracteristicos do produto biciclico destacam-se os dos
hidrogénios do anel aziridina (6 2,23 e 2,80 ppm) e o0 do hidrogénio do hemiaminal (&
5,66 ppm). Os correspondentes carbonos apresentam deslocamentos quimicos de

46,18, 49,88 e 83,12 ppm, respectivamente.

3.2.2 - Sintese de hidantoinas a partir de aminoacidos naturais

As hidantdinas 5- e 5,5-dissubstituidas foram sintetizadas a fim de obter
os compostos hibridos de hidantoinas e cumarinas para posterior avaliacdo e
comparacao da atividade enzimatica dos produtos obtidos com o inibidor modelo
(LSPN223).21

A principio, as hidantoinas 5-substituidas foram sintetizadas pela
metodologia descrita por Jerusi,*®® a partir de aminoacidos naturais e isocianatos em
meio aquoso (Tabela 3.15).

A formacédo do intermediario uréia se d4 em meio basico, pela adicao
nucleofilica do nitrogénio do aminoacido ao carbono do isocianato. O tratamento acido
posterior, possibilita a ciclizacdo pelo ataque intramolecular do nitrogénio ao carbono
carboxilico do aminoacido, levando a formacéo do anel de 5 membros.

As hidantoinas 17a-n foram caracterizadas por RMN H e 3C, IV, e CG-
EM. Além disso, a atividade Optica dos produtos derivados da L-fenilalanina, L-leucina
e L-valina foram determinados. Através dos espectros de RMN *H dos compostos 17a-
j foi possivel notar sinais de diferentes multiplicidades, a depender do isocianato
utilizado, com deslocamento quimico entre 6 4,03 — 4,55 ppm referente ao hidrogénio
(ou aos 2 hidrogénios no caso dos derivados da glicina) do anel da hidantoina. Como
o0 solvente utilizado para as analises foi DMSO-ds, foi possivel notar um sinal de baixa
intensidade bastante desblindado (na faixa de & 8,12-8,65 ppm), referente ao
hidrogénio ligado ao nitrogénio. O aparecimento de apenas um sinal na faixa de 6 8

ppm € também um indicio que houve a ciclizacdo da uréia. Todos os espectros de
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RMN 13C mostraram os sinais caracteristicos das duas carboxilas do anel de cinco
membros (6 155,60 e 172,53 para o composto 17a, por exemplo).

TABELA 3.15: Hidantoinas sintetizadas através de aminoacidos naturais

o
Hoj‘)inuz . RNCO N2OH.HQ HO\H)R:N)OJ\N,Rz L Rh;i"_“
o 2h, 5 - 10°C I 30 min, ta o g,
17a-n
Composto Aminoacido R2-NCO Rendimento (%)
17a L-Valina p-Br-fenil 50
17b L-Leucina Fenil 63
17¢ Glicina Fenil 60
17d L-Fenilalanina Fenil 76
17e Glicina p-Br-fenil 55
17f L-Leucina p-Br-fenil 52
179 L-Fenilalanina p-Br-fenil 54
17h L-Fenilalanina p-MeO-fenil 65
17i L-Leucina p-MeO-fenil 73
17] Glicina p-MeO-fenil 67
17k L-Fenilalanina 2-Cl-etil 73
171 L-Leucina 2-Cl-etil 80
17m L-Valina 2-Cl-etil 89
17n Glicina 2-Cl-etil 86

Os espectros de infravermelho (KBr) mostraram bandas de deformacéao
das principais fung@es presentes nas hidantoinas. As bandas de deformacéo axial das
duas ligagdes C=0 aparecem finas e intensas, numa faixa de 1774-1784 e 1710-1731
cm?. No caso dos analogos halogenados, a banda referente ao estiramento C-Cl
aparece em nimero de onda em torno de 750 cm, devido ao aumento da massa do
atomo ligado ao carbono e consequente diminuicdo da frequéncia de ligagéo.

Os espectros de massas de todas as hidantoinas derivadas de
aminoacidos naturais corroboraram com as outras técnicas espectroscopicas

utilizadas para caracterizacdo dos compostos obtidos.
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3.2.2.1 - Estudos visando de obtencéo dos hibridos de hidantoina e

cumarina

A fim de se obter os derivados de hidantoina acoplados ao anel
cumarinico, o composto 2-oxo-2H-3-cromenocarboxilato de etila (18) foi sintetizado

através da reacdo de Knoevenagel (Esquema 3.16).1%1

o)
o)
+ piperidina
e ———
EtO OEt 2, ta. HO o~ o
HO OH

88% 18

ESQUEMA 3.16: Metodologia para obtengcéo da cumarina 18

O composto 18 foi caracterizado por RMN e IV, e os dados obtidos
corroboraram com os descritos na literatura.>2

Tendo sintetizado as hidantoinas com o substituinte 2-cloroetil na
posicéo 3 do anel (17k-n) e a cumarina 18, algumas metodologias foram testadas para
obtencdo dos compostos hibridos. Entretanto, varios experimentos utilizando bases
inorganicas e solventes comumente empregados em reacdes de O-alquilagdo!>3154
nao tiveram sucesso. Nao foi observada a formagcdo do produto de interesse em
nenhum dos testes realizados, e mesmo apds longos periodos de tempo, era
verificada ainda a presenca da cumarina 18 na mistura reacional. Uma possivel
explicacdo para a ndo ocorréncia da reacao € a presenca do hidrogénio acido no C5
da hidantoina, que pode ser consumida por reacdes colaterais, diminuindo a
concentragédo do eletrofilo no meio reacional. Além disso, o N1 poderia fazer uma
substituicdo nucleofilica intramolecular, levando a um composto biciclico, com saida
de CI e H20, uma vez que a base € utilizada em excesso. A Tabela 3.16 apresenta

as principais condigfes reacionais testadas para obtencéo dos compostos hibridos.
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TABELA 3.16: Condicfes reacionais testadas para a reacdo de O-alquilacdo da

cumarina 18.
o} o] o]
o \/‘N»\ NH /@\/f‘\oa B;a‘ze HN—/(O /@fﬁk OEt
OM HO 0" o Solvente L N~"0 0o
171 18 o] 19a
Entrada® Base Solvente cat. T (°C) Tempo (h)
1 NaH DMF Kl 80 30
2 Cs2C0s3 Acetona Kl 80 30
3 K2COs DMF Kl 80 30
4 K2COs DMF Kl 80 30
5 Cs2CO0s3 Acetona Kl 80 30
6 KOH Tolueno/DMF - 70 12

a As reacgOes foram realizadas com o composto 171 (1,2 equiv.), composto 18 (1,0 equiv., 0,06 M), base
(2,2 equiv.), KI (5 mol%).

3.2.3 - Sintese das hidantoinas através dareacao de Bucherer-Bergs

Considerando as tentativas sem sucesso de obtencdo dos compostos
hibridos a partir das hidantoinas 17k-n, optou-se por sintetizar hidantoinas 5,5-
dissubstituidas e avaliar a influéncia do hidrogénio no carbono 5 do anel hidantoina
na reacao de substituicdo nucleofilica. A sintese das hidantoinas tetrassubstituidas foi
realizada a partir da reacdo de Bucherer-Bergs entre cetonas, cianeto de potassio e
carbonato de amonio.®®

O mecanismo proposto para essa reacdo multicomponente inicia-se a
partir da reacdo entre o composto carbonilico com a aménia seguida da adicéo
nucleofilica do anion cianeto a imina Xl, levando a formando da a-aminonitrila. A
consequente adigcdo da aminonitrila ao dioxido de carbono gera o derivado de acido
cianocarbamico Xlll, que através de uma adi¢ao nucleofilica do acido a nitrila, leva a
formacdo do intermediario 5-imino-oxazolidin-2-ona XIV. A hidantoina 5,5-
dissubsttituida € formada apds subsequente rearranjo e ciclizagdo intramolecular do

intermediario XV (Esquema 3.17).1%6:157
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ESQUEMA 3.17: Mecanismo proposto para a reacdo de Bucherer-Bergs.

A partir da metodologia descrita por Jain et al. 1>® quatro hidantoinas 5,5-
dissubstituidas foram sintetizadas e posteriormente submetidas a reacdo de

alguilacdo com 1-bomo-2-cloroetano em meio basico!®® (Tabela 3.17).

TABELA 3.17: Sintese das hidantoinas a partir da reacao de Bucherer-Bergs via
aguecimento convencional, seguida da reacao de N-alquilacéo.

o KCN, )OL )oL .
g e F oncens Lo
1 100°C, 24h AR%O 80"5’:3?:',2h Am/& o
20 21
Entrada Cetona Prod. (Rend. %) Prod. (Rend. %)
1 Acetofenona 20a (92) 21a (80)
2 Butanona 20b (74) 21b (75)
3 Pentanona 20c (65) 21c (84)
4 Acetona 20d (88) 21d (92)

3.2.4 - Sintese dos compostos hibridos

A sintese dos compostos hibridos derivados das hidantoinas tetra-
substituidas foi baseada na metodologia descrita por Castor et al., em que fendis e 2-
cloroetilpiperidina reagem na presenca de hidreto de sédio, iodeto de potassio e DMF.
A reacao de alquilacao é iniciada pela formacéo do alcoxido da cumarina 18 em meio

basico e pela concomitante geracao in situ do intermediario iodado derivado da
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hidantoina. A formacao dos compostos de interesse ocorre apds a adi¢cao do nucleodfilo
a espécie iodada. Entretanto, a reacdo se processou de forma lenta e com baixo
rendimento com as duas hidantoinas testadas (Tabela 3.18). Apos 30h ainda era
possivel observar a presenca da cumarina de partida. Visando aumentar o
rendimento, foram testadas outras hidantoinas, bases (K2CO3s e Cs2C0O3) e DMI como

solvente além de aguecimento por micro-ondas, porém sem sucesso.

TABELA 3.18: Rendimentos obtidos na reacao de O-alquilacéo

cl
Yo 0 0
N N NaH, KI HN_° N
O§<N R, + OEt ~ OEt
H HO 0" S0  DMF, 120°C, 30h R1>$(N\/\o oo
21 18

o 22
Composto Ri1 Rendimento (%)
22a nPr 24
22b Me 11

Embora os resultados ndo tenham sido satisfatérios, decidiu-se por
testar a atividade inibitéria dos dois compostos frente a AChE, para entdo avaliar
melhores condi¢des recionais, caso necessario.

Os compostos hibridos foram caracterizados por RMN 'H e 3C. Através
da andlise dos espectros de ressonancia magnética nuclear do composto 22a, por
exemplo, foi possivel confirmar a formacdo da ligacdo C-O proveniente da O-
alquilacdo, pela presenca do duplo dubleto em & 3,91 ppm referente aos quatro
hidrogénios do espacador de dois carbonos entre a hidantoina e a cumarina (C9 e
C10). Os demais sinais estdo correlacionados com 0s respectivos hidrogénios e

carbonos na Tabela 3.19.
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TABELA 3.19: Dados espectroscopicos do composto 22a

5 4

o
17 6
TN =

13 11 N\
ﬂ IR
15

14 (o]

20

Posicéo H: & (ppm), J (Hz) BC
2 - 164,66
3 - 113,42
4 8,66 (S) 132,68
5 7,69 (d, J = 8,51) 150,69
6,8 6,94 (m) 114,99; 102,05
7 - 164,66
9,10 3,91 (dd, J = 5,27, 9,54) 66,47; 40,93
11 - 159,07
12 - 62,62
1,71 (ddd, J =4,88; 11,88; 13,81)
13 38,58
1,58 (ddd, J =4,58; 12,10; 13,84)
14 1,28 (m); 1,08 (M) 17,97
15 0,83 (t, J = 7,34) 14,20
16 1,34 (s) 24,17
17 - 179,30
18 - 165,63
19 4,35 (q, J =7,21) 63,13
20 1,38 (J = 7,13) 14,50

3.2.5 - Sintese em fluxo continuo das hidantoinas através da reacao

de Bucherer-Bergs

sintese de hidantoinas 5- e 5,5-dissubstituidas, o emprego dessa metodologia em
batelada apresenta algumas limitacdes praticas como, por exemplo, a dispersao dos
reagentes gasosos (CO:2 e NHs) formados durante o aquecimento da mistura

reacional. Experimentalmente, € possivel observar nas reacdes realizadas em refluxo
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0 acumulo de carbonato de amdnio na junta do baldo reacional, devido a sublimacéo
do sal. Além disso, atraveés da metodologia em batelada, longos periodos reacionais
(horas ou dias) sdo necessarios para obtencdo dos heterociclos.®® Outro
inconveniente do uso da metodologia convencional € o manuseio de cianeto de
potéssio, principalmente em grandes quantidades.

Com base no exposto acima, foi proposto o estudo da reacdo de
Bucherer-Bergs em reatores de fluxo continuo com o intuito de superar algumas
limitacbes encontradas nas reacdes em batelada. Para essa reacdo especifica, o
processo continuo permite que 0s reagentes gasosos sejam mantidos em solucdo
através de reguladores de pressao, evitando o desprendimento dos gases e
aumentando a eficiéncia da reacdo para diversos substratos. Além disso, a
metodologia em fluxo continuo pode ser considerada uma alternativa segura para a
reacdo, mesmo em temperaturas acima do ponto de ebulicdo do solvente, uma vez
gue o anion cianeto € formado in situ e o quench da reacdo pode ser feito in-line.

Uma vez que a reacdo de Bucherer-Bergs se enquadra na gama de
reacdes com solventes mistos (normalmente etanol e agua), o uso dos reatores em
fluxo continuo possibilita a formacédo de duas fases liquidas bem definidas nas linhas
do reator, levando ao aumento da superficie de contato entre os reagentes.
Geralmente, o uso de solventes bifasicos em reac6es em fluxo continuo proporciona
a diminuicdo dos tempos reacionais e, em alguns casos, a melhoria no rendimento
quimico das reacgdes.*®

O estudo sistemético da reacéo foi iniciado em um sistema com duas
bombas seringas: uma delas foi utilizada para fornecer continuamente os compostos
carbonilicos em solvente organico (linha A), e a outra utilizada para a solucdo aquosa
de carbonato de amdnio e cianeto de potassio (linha B). Apds passar pelo misturador
em T, a mistura reacional foi entdo bombeada para um reator de 16 mL aquecido a
120 °C. Para evitar a dispersdo dos gases formados, bem como garantir a correta
estequiometria da reagdo, um regulador de pressao foi mantido na saida do reator a

20 bar durante todo o processo (Esquema 3.18).
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(NH4),CO;
KCN, H,0

16 mL
Hastelloy 120°C

ESQUEMA 3.18: Configuragéo do sistema em fluxo continuo montado para a
sintese das hidantoinas

A principio, a reacdo modelo com acetofenona, KCN(ag) € (NH4)2CO3(aq)
foi testada sem solvente organico, a uma vazao total de 1,0 mL/min, durante 16
minutos. Devido a insolubilidade da hidantoina em agua, observou-se a precipitacao
do produto no reator, ocasionando o entupimento do sistema (Tabela 3.20, Entrada
1). Em seguida, EtOH, MeOH e i-PrOH foram testados com resultados bastante
promissores. Entretanto, devido a miscibilidade dos alcoois em &gua, os segmentos
bifasicos entre a fase aquosa e a fase organica perderam simetria e parte do material
de partida, mais apolar, ficou retido na parede das linhas. Desta forma, a
estequiometria da reacdo, bem como o tempo de residéncia ndo puderam ser
reproduzidos (Tabela 3.20, Entradas 2-4). A alternativa encontrada foi utilizar acetato
de etila como solvente, que permitiu a formacdo dos seguimentos bifasicos bem
definidos e o bombeamento correto do substrato para o reator, proporcionando 72%
de conversao do material de partida para o produto de interesse (Tabela 3.20, Entrada
5).

Em seguida, foi observado pequeno acréscimo na converséo da reacao
com o aumento do tempo de residéncia para 32 minutos (Tabela 3.20, Entrada 6).
Com relacéo a temperatura, tanto o experimento em 100 °C como aquele a 140 °C,
proporcionaram menor formac&o do produto (Tabela 3.20, Entradas 7 e 8). O ultimo
parametro avaliado foi a estequiometria da reacdo, cuja relacado oOtima foi definida
como sendo 3,5 equiv. de carbonato de aménio e 1,5 equiv. de cianeto de potassio
(Tabela 3.20, Entrada 10).

84



TABELA 3.20: Otimiza¢éo da sintese das hidantoinas em fluxo continuo

(0]
Ph)K linha A 16 mL 0o
solvent 2&%‘“ _ E;l\//éNH
(}?gh),zﬁzog linha B 120°C 120°C Ph20a o)
couses_Soete  LipaE b ROERG oo, gy
1 - 166 /834 16 1.2/3.0 entupimento
2b EtOH (4) 166/ 834 16 1.2/3.0 90
3b MeOH (4) 166/ 834 16 1.2/3.0 93
40 i-PrOH (4) 166/ 834 16 1.2/3.0 92
5 EtOAc (4)  166/834 16 1.2/3.0 72
EtOAc (4) 83 /417 32 1.2/3.0 80
7¢ EtOAc (4) 83 /417 32 1.2/3.0 55
gd EtOAC (4) 83 /417 32 1.2/3.0 60
8 EtOAc (5) 83 /417 32 1.2/3.0 88
EtOAc (5) 70/ 430 32 1.2/3.0 87
10 EtOAc (5) 70/ 430 32 1.5/3.5 96 (91)°
11 EtOAc (5) 70/ 490 29 1.5/4.0 95

aDeterminado por CLAE a 215 nm. ® N&o foi possivel manter o controle da estequiometria da reagéo. ©
Reacdo realizada a 100°C. ¢ Reagdo realizada a 140°C. € Rendimento isolado apés extracéo
liquido/liquido entre parénteses.

Com as condi¢Bes 6timas estabelecidas, trés testes em micro-ondas
foram realizados a fim de se avaliar a eficiéncia da rea¢do no reator continuo. Para
isso, utilizou-se tubos de micro-ondas de 10 mL e a condi¢cdo 6tima obtida em fluxo
continuo. No primeiro experimento, a reagéo foi realizada com 3,5 mL de mistura
reacional, sendo obtida uma conversao de 39 % (Tabela 3.21, Entrada 1; Figura 3.5,
A). A baixa conversao pode ser explicada pelo excesso de carbonato de amdnio
encontrado no topo do tubo de micro-ondas que ndo reagiu devido a sublimacgéo
durante o aguecimento. Uma vez que o experimento foi realizado em um tubo de 10
mL, a maior parte do tubo estava vazio, permitindo a dispersdo dos gases formados
durante o aquecimento.

O segundo experimento foi realizado com o dobro da mistura reacional

(7,0 mL). Neste caso, a baixa porcentagem de conversao (15%) é explicada pela baixa
85



superficie de contato entre as duas fases liquidas, uma vez que a fase organica fica
no topo da mistura reacional e a agitacao € prejudicada pelo grande volume da mistura
reacional (Tabela 3.21, Entrada 2; Figura 3.5, B). Na tentativa de solucionar o
problema da agitacdo, e desta forma aumentar a superficie de contato entre os
reagentes, uma barra magnética adaptada, desenvolvida pelo grupo do Professor
Kappe,®! foi utilizada resultando em 77% de conversdo (Tabela 3.21, Entrada 3;
Figura 3.5, C). Entretanto, nenhum dos trés experimentos no micro-ondas apresentou
conversao superior ao obtido em fluxo continuo em condicdes reacionais comparaveis
(Tabela 3.21, Entrada 4).

TABELA 3.21: Comparacao da sintese de hidantoinas em micro-ondas e em fluxo

continuo.
i H
©)‘\ (Nll-fs:::gf(:‘se.gu;\c;-t);iv.) . N\‘fo
0.7 M H,O:EtOAc (6:1) ©>SfNH
120°C, 32 min O 20a
Entrada Condicao Converséo (%)@

A Micro-ondas, 3,5 mL 39
B Micro-ondas, 7,0 mL 15
o Micro-ondas, 7,0 mL 77
D Fluxo continuo 96

aDeterminado por HPLC-UV/VIS a 215 nm. b Reacéo realizada com uma barra magnética adaptada.

1,
LS

FIGURA 3.5: Imagem das reacfes testes em micro-ondas
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Em seguida, o escopo da reacdo foi avaliado com varios compostos
carbonilicos aromaticos e alifaticos para obtencdo das hidantoinas. A maioria das
cetonas e aldeidos utilizados resultaram nos produtos desejados sem posterior re-
otimizacao das condi¢des, em 6timos rendimentos (Tabela 3.22, Entradas 1-7). Em
alguns casos, como para os exemplos 20h e 20i, fez-se necesséria a diminuicdo da
concentracdo dos substratos afim de evitar o entupimento do sistema, devido a baixa
solubilidade dos produtos no meio reacional (Tabela 3.22, Entradas 8-9). No caso do
composto 20j, além da diminuicdo da concentracdo do substrato houve também a
necessidade da adicdo de um co-solvente para a passagem do produto pelo reator
em fluxo sem problemas de precipitacdo (Tabela 3.22, Entrada 10). Devido a
importancia industrial do composto 20k (DMH),%? foi realizada a sintese em maior
escala deste composto sem adicdo de solvente organico. O resultado foi bastante
satisfatorio, principalmente pela quantidade de DMH formada (4,31g, 20 mmol h?),
em curto tempo reacional, de forma segura e mais eficiente que a metodologia
convencional, em que séo relatados rendimentos entre 40-60%13164 (Tabela 3.22,
Entrada 11). Cabe ressaltar que ndo foram observados os seguimentos derivados das
duas fases liquidas, devido a miscibilidade entre a acetona e a agua.

As hidantoinas sintetizadas pela reacdo de Bucherer-Bergs foram
caracterizadas por RMN, ponto de fusdo e HRMS quando inéditas. Os espectros de
RMN 'H dos compostos 5-substituidos apresentaram o sinal caracteristico referente
ao hidrogénio no C5 em torno de & 4,03-4.55 ppm. No caso dos compostos 5,5-
disubstituidos foram observados os sinais referentes aos substituintes das cetonas
utilizadas. A partir dos espectros de RMN 13C desses compostos foi possivel constatar
a presenca dos dois carbonos carboxilicos em deslocamentos quimicos em torno de
0156 e © 176 ppm.
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TABELA 3.22: Escopo da reacdo de Bucherer-Bergs em fluxo continuo.

KCN (1,5 equiv) o
(NH,),CO; (3,5 equiv) HN«(

> R NH
R" "R? H,0, solvente, 32 min, RZK[(
120°C, 20 bar fo)

fluxo continuo

C [mol L~
Entrada Composto Estrutura Solvente 1a Rend. (%)°
ON—NH

1 20a =0 EtOAC 5 91
N
H
o

2 20e M EtOAC 5 91

N
H o

H
N
3 20f m =0  EtOAc 5 72
o NH

0 NH
4 20g @%N#o EtOAC 5 90
H

F o)
5 20h NH EtOAC 5 78

o
o)

. OH n\.[//
6 201 ©>§fNH EtOAC 5 95
(0]
(o)

. NH
7 20) NN )=o0 EtOAc 5 88
N
— H
° NH
ook -° v °
8 N EtOAC 3 92
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(0]

9 20 @ j‘\\“ EtOAC 2 99

N o
0 NH
DMF:EtOAC
10 20m )=0 0,5 96
N (2:1)
(0]
NH 82
11 20d >=o - 13,7
H (20 mmol h?)

aConcentracéo do substrato na linha A. P Rendimentos isolados ap6és extragao liquido-liquido.

3.2.6 - Sintese dos derivados de hidantoinas N(3)-substituidos

Baharloo e col. demonstraram que sais derivados do donepezil
apresentam significativa atividade frente a AChE através da interacdo do anel
piperidinico e da porcdo indanona com a enzima. No mesmo trabalho, o grupo
descreveu a sintese de uma colecao de sais de benzofuranonas e benzofuranos,
também com potencial inibitorio contra a enzima em questdo.?® Outros sais organicos
contendo o anel piridinico carregado positivamente e sais derivados de diidroquinonas
ja foram relatados com potencial inibicdo da enzima acetilcolinesterase.30:31

Com base no exposto acima na estrutura da ACh, foram sintetizadas
hidantoinas N(3)-substituidas na tentativa de potencializar a atividade enzimatica dos
compostos sintetizados.

Uma vez que a estrutura da acetilcolina apresenta o nitrogénio carregado
positivamente ligado a trés metilas e dois carbonos de distancia do grupo acetil,
testou-se, a principio, a reacdo entre o composto 20a com brometo de (2-
bromoetil)trimetilaménio. Alguns testes de temperatura, tempo reacional e base foram
realizados, sem sucesso. Em nenhuma das reagdes testadas foi possivel o isolamento
do produto, ora devido a baixa conversdao analisada por CLAE, consequéncia do
impedimento estérico exercido pelas metilas ligadas ao nitrogénio, ora pela
semelhanca de solubilidade do sal reagente e do produto, que inviabilizou a

recristalizacdo do mesmo (Tabela 3.23).
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TABELA 3.23: Tentativa de obtencdo dos sais de derivados da hidantoina 20a com
brometo de (2-bromoetill)trimetilamonio.

o
HN//<
NH i-PrOH-MeCN H o
Base (1,5 equiv) _
20a O N, NMeBr
- 20-40 min, T (°C) 2%
pr > MesBr Mo O 233
2,0 equiv
Entrada Base Temp. (°C) t (min) Conv. (%)
1 KOH 120 20 21
2 KOH 140 20 33
3 K2CO3 140 20 64
4 K2CO3 140 40 62

Silva et al. publicaram problemas estéricos similares na reacdo de N-
alquilagcéo de derivados da riboflavina com cloretos de aminas quaternarias de cadeias
alifaticas pequenas.'®®> Com base nos resultados promissores descritos por este grupo
com o uso de sais de amina quaternarios de cadeias longas, decidiu-se testar a reacao
com (5-bromopentil)trimetilaménio. Neste caso, devido & maior distancia entre a
por¢do catidnica e o carbono a-halogénio, o substrato é mais reativo para a reacao de
substituicdo nucleofilica. Os resultados com o sal de aménio quarternario de cadeia
longa foram melhores e a partir dos resultados prévios, optou-se por utilizar carbonato

de potassio como base para a otimizacdo da reacao (Tabela 3.24).

Apesar do DMF ser bastante empregado em reacdes de alquilacéo,%® e
das oOtimas conversfes obtidas para essa reacdo, escolheu-se acetonitrila como
solvente pela facilidade de purificacdo do produto por precipitacdo, visto a

insolubilidade das hidantoinas N-alquiladas nesse solvente a temperatura ambiente.
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TABELA 3.24: Otimizagao da reacédo de monoalquilagao para formacao das
hidantoinas N(3) substituidas.

o H o

_ N
HN“{ + Br.  NMe.Br K2COs(1.1equiv) \( _
NH, A N_ , NMe;Br
5 solvente, t, T (°C) 5t
) MO 0
20a 24a

Entrada Solvente Temp. (°C) RN*Br(Equiv.) tempo (min) Conv. (%)

1 DMF 100 2,0 30 >99
2 DMF 100 1,5 30 >99
3 DMF 100 1,2 30 >99
4 DMF 100 1,2 20 >99
5 DMF 100 1,2 10 >99
6 MeCN 100 1,2 20 99
7 MeCN 100 1,2 10 96
8 MeCN 120 1,2 20 >99
9 MeCN 120 1,2 10 >99
10 MeCN 120 1,2 5 99
11 MeCN 120 1,2 1 96
12 MeCN 120 1,0 10 92

Com as condi¢Bes 6timas definidas, todas as hidantoinas sintetizadas
em fluxo continuo foram submetidas a reacdo de monoalquilagdo. Entretanto, para os
demais exemplos, um acréscimo para 30-45 minutos do tempo reacional foi
necessario para a obtencdo dos produtos de interesse em bons a moderados
rendimentos. As reagdes com 0s compostos 20b e 20h resultaram em sais insolaveis
e 0s respectivos espectros de RMN ndo puderam ser obtidos. Além disso, a reacao
com a hidantoina 20g resultou numa mistura complexa e nao foi possivel o isolamento
do produto (Tabela 3.25).
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TABELA 3.25: Escopo reacional da sintese das hidantoinas N(3)-substituidas.

O
HN

R NH H O
N
R2 20a-k K,CO3 (1.1 equiv) Rﬁ .
2

O

N MeCN, 10-45 min, 120°C R N\(\/);NM%BF
Br NMe;Br micro-ondas o 24a-k
5 (1.2 equiv.)
Entrada Composto Estrutura Rend. (%)°
H o
ph. N .
1 24a N. , NMe;Br 66
5

H o
ot
2a 24b Ph N fiMe.B nd
4% \(\/),SNMe3Br
o]

H o
3 24c \r:‘/ NMe,B 48
PH Lo/t
0

H\f
Ph .
4 24d N. . NMe;Br 82
o 5
F H
o
N
5 e T i 52
LA
H o
N
24f o
6 \:\/ NMe;Br 65
OH s
N~ H
| N
24 N .
7 g \;‘/ NMe;Br nd
5
MeO H\(o
24h _
8 N. , NMeBr nd
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H
| N
9 24 OSfN NMe,Br 58
o 5

10 24j e 40

H o
11 24k \f NMe.Br 58
s
(o]

a Foi obtido um sélido branco insollvel que inviabilizou a andlise por RMN. P Nao foi possivel o
isolamento do produto. nd = nédo determinado

3.3 - Trifluormetilacdo de heterociclos em fluxo continuo

Devido ao crescimento do nimero de compostos trifluormetilados em
estudos de descobrimento de novos farmacos e agroquimicos, esforcos tém sido
dedicados ao desenvolvimento de metodologias sintéticas para a insercdo do
grupamento CFz em compostos organicos. As metodologias classicas para introducdo
direta do grupo fluorado baseiam-se em acoplamentos cruzados, mediados por metais
de transicdo, de compostos aromaticos ativados com fontes eletofilicas ou
nucleofilicas de CF3.16’

Além disso, os compostos trifluormetilados também podem ser obtidos
através de reac0Oes de ativacao C-H de arenos e heteroarenos ndo ativados, por meio
de reacGes radicalares.®® Em 2015, Stephenson et al. descreveram uma metodologia
de trifluormetilacé@o direta de compostos aromaticos com o uso de um fotocatalisador
de Ru, anidrido trifluoracético e N-6xido de piridina como auxiliar redox de sacrificio.
Os autores demostraram a aplicabilidade da metodologia desenvolvida com 20
exemplos, sendo 4 realizados em escala de 5 gramas. Além disso, para a reacdo com
o0 N-Boc-pirrol, o grupo descreveu uma comparacao entre o processo em batelada e
em fluxo continuo. Em ambos os casos, entretanto, foi observada a formacéao de

produtos bis-substituidos, representado por # no Esquema 3.19.16°
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Yo . 6 . Ru(bpy);Cl, (0,1-1,0 mol%) Yo . CF,
| N € N N TFAA (1,1-2,1 equiv.) j v
27 %" _ MeCN, 8-15h, 25-35°C 77 %7
luz azul 13,2 W
16 exemplos 17-65%
Batelada
57% (5:1), 17,8g produto
() # A
r}l > ,}l CF;
Boc Fluxo Boc
71% (3:2), 23,1g produto
3,33 gh™!, Rt =10 min

ESQUEMA 3.19: Reacéao de trifluormetilacdo de arenos e hereroarenos
fotocatalisada.

Outro exemplo de reacéo radicalar para obtencdo de heteroaromaticos
trifluormetilados foi reportado pelo grupo do Professor Baran. Neste trabalho, os
autores desenvolveram uma metodologia utilizando trifluormetanossulfinato de sédio
(NaCF3S0O2) como fonte de flior e terc-butil hidroperéxido (TBHP) como oxidante
(Esquema 3.20).17°

NaSO,CF; TBHP
DCM:H,0, 3-24 h

23 exemplos 36-96%

ESQUEMA 3.20: Trifluormetilacdo de heteroaroméaticos através de substituicdo
aromatica homolitica com NaSO2CFs.

Recentemente, o uso de NaCFsSO2 como regente para essa
transformacao também foi descrita por Li et al. Neste caso, entretanto, os autores
apresentaram uma metodologia em que se utiliza compostos carbonilicos como a

acetona como iniciador radicalar, livre de metais e oxidantes (Esquema 3.21).171

H  CcF,;S0,Na (4,0 equiv.) CF3
R hv, acetona _ R
300 ou 254nm, 2 - 20h
23 exemplos 38-95%

ESQUEMA 3.21: Reacao de trifluormetilagéo de arenos e heteroarenos fotoinduzida.
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Apesar da existéncia de uma gama de metodologias para obtencédo dos
compostos trifluormetilados tanto em batelada como em fluxo continuo, neste trabalho
a reacao do tipo Minisci foi estudada e aperfeicoada para a perfluor-substituicdo de
inddis e pirréis, visto a promissora atividade inibitoria frente a AChE que esses
heterociclos apresentam.?® A formacéo de radicais derivados de haletos de arila e
alquila, na presenca de DMSO, catalisador de Fe(ll) e H202 foi primeiramente descrita
por Minisci em 1988.172 Essa metodologia tem como vantagens a simplicidade
experimental, que dispensa o uso de condicfes anidras, e 0 baixo custo do sistema
catalitico (reagente de Fenton). Além disso, 0 método apresenta grande versatilidade,
sendo tolerante tanto a iodetos precursores de radicais ricos em elétrons, que
adicionam a olefinas ou bases heteroaroméaticas eletrofilicas,'’? quanto ao uso de
radicais deficientes em elétrons que reagem com alcenos ou compostos aromaticos
ricos em elétrons.1"3

O mecanismo da reagéo do tipo Minisci para obtencdo de compostos
trifluormetilados, por exemplo, envolve reacfes sequenciais extremamente rapidas e
exotérmicas.'’?> A sequéncia que leva a geracdo do radical derivado do substrato
iodado inicia-se a partir da oxidagéo do H202 pelo catalisador de Fe(ll), em uma reagao
conhecida como reagcéo de Fenton. O radical hidroxila formado, altamente reativo,
reage com o DMSO que estd em excesso no meio reacional, diminuindo a ocorréncia
de reacdes colaterais com outros reagentes. O radical tetraédrico formado se
decompde, levando ao acido metilsulfinico e ao radical metila. Através de métodos de
deteccdo Gticos e de condutividade, determinou-se que essas duas Ultimas etapas se
completam em aproximadamente 50 ns.1’* Em seguida, o radical metila reage com o
iodeto precursor, formando o radical CFs, que se adiciona a dupla ligagéo do substrato.
A etapa final do mecanismo consiste na oxidagcéo do produto formado e regeneracéo

do sistema catalitico (Esquema 3.22).
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ESQUEMA 3.22: Ciclo catalitico da reacdo de Minisci com reagente de Fenton e
trifluor-iodometano.

Devido ao carater rapido e exotérmico dessa reacdo, as condicdes
reacionais utilizadas em batelada apresentam alguns inconvenientes praticos, como
por exemplo, a adi¢do lenta de H202 por longos periodos a baixa temperatura, o que
dificulta o controle exato do tempo reacional. Uma vez que essa reagao se completa
em menos de um segundo,7?*175 a reatividade dos substratos ndo pode ser explorada
pelas metodologias convencionais, devido a elevada temperatura promovida pelo
contato dos reagentes e a limitada transferéncia de massa e energia caracteristicas
desses experimentos.1’6177 Além disso, uma vez que grande excesso do oxidante é
descrito para obtencdo dos compostos de interesse, o escalonamento reacional em
batelada €, em alguns casos, limitado pela iminéncia de explosdo devido aos
gradientes de temperatura. 1’8

Tendo em vista a versatilidade desta reacdo e a possibilidade da
obtencao dos indais e pirrdis perfluorados em uma Unica etapa reacional, foi realizado
o0 estudo da reacéo do tipo Minisci em microreatores de fluxo continuo. Desta forma,
além da obtencé&o dos compostos de interesse de forma mais segura, independente
da escala reacional, maiores detalhes sobre o tempo reacional da reacédo, e a
formacao de regioisdbmeros e subsprodutos bis-substituidos puderam ser avaliados.

O estudo sistemético da reacdo foi iniciado com 3-metilindol como
substrato, trifluor-iodometano como haleto eletrofilico, e a solu¢cdo de Fenton como

iniciador radicalar. A principio, um sistema composto por duas bombas seringas de
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alta pressdo foi montado, sendo a linha A responsavel pela introdu¢cdo da mistura
reacional com o substrato, através de um loop de amotra (3,0 mL de volume interno),
e a linha B pelo transporte do oxidante. As linhas foram conectadas por um misturador
Y, ligado a um reator tubular (500 pL de volume interno) mantido a 0°C, devido ao
carater exotérmico da reagcdo. Apds 6 segundos de tempo de residéncia, a mistura
reacional foi entdo coletada em um frasco contendo solugdo saturada de NaHCOs3
(Tabela 3.26).

Cabe ressaltar que mesmo com o uso do 3-metilindol, que apresenta
apenas uma posicao ativada para a substituicdo homolitica, foi possivel observar em
todos os experimentos produtos colaterais decorrentes da bis- e trissubstituicdo do
radical trifluormetil no anel aromatico (26). Sendo assim, a porcentagem de formacéao
apenas do produto mono-substituido é dada através da seletividade mostrada na
Tabela 3.26.

A reacdo de trifluormetilacdo em batelada € normalmente descrita em
tempos reacionais em torno de 20 minutos e com o uso de elevadas quantidades de
catalisador de ferro (30 — 60 mol%) devido, principalmente a ocorréncia de reacdes
colaterais entre os radicais gerados in situ.1’” Apés aumento gradual da quantidade
do sal de ferro até 80 mol%, foi observado um efeito positivo na conversédo e na
seletividade da reacdo até 40 mol% de catalisador (Tabela 3.26, Entradas 1-3).

O segundo parametro avaliado foi a quantidade do acido sulfurico.
Chang et al. compararam a reatividade da piridina e do ion piridinium na reacao de
substituicdo homolitica com o radical fenila e constataram melhores resultados, em
relacdo a conversao e seletividade para a reacao realizada com ion. 1° A partir desses
resultados, e com base em célculos teéricos que indicaram alta regiosseletividade
para a posicdo 2 dos ions piridinium e imidazolium em reacfbes de Minisci
tradicionais,'®® os autores sugeriram que as espécies i6nicas podem orientar a
substituicdo radicalar em sistemas heteroaromaticos, levando a formagao majoritaria
de um dos regioisdmeros.*’® No caso da reacéo de trifluormetilacédo estudada, o acido
sulfarico foi utilizado para prevenir a rapida oxidagéo do catalisador de Fe(ll) durante
0 preparo da mistura reacional, e para auxiliar na solubilidade da mesma. Através dos
resultados obtidos pela gradual modificacéo da estequiometria do acido, optou-se por
dar continuidade a otimizagdo da reagcdo com 0,8 equiv. de H2SO4 (Tabela 3.26,
Entrada 5).
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TABELA 3.26: Otimizacao da reacdo do tipo Minisci em fluxo continuo

ord
N o0,32m

H

DMSO/MeCN (2:1),
FeS0O,.7H,0 Linha A A\ D
H,S0y CF I CF; + F5C CF;
N N
H H
25a 26

HzOz o
Linha B 0 cézoo uL
,US

Entrada FeSO4'7HZO HZSO4 CFSI Hzoz A/B Conv.2 Selec.?

[equiv]  [equiv] [equiv] [equiv] [mLmin'] [%] [%0]
1 0,1 0,7 1,2 2,0 4,70/0,30 56 92
2 0,4 0,7 1,2 2,0 4,70/0,30 90 83
3 0,8 0,7 1,2 2,0 4,70/0,30 83 80
4 0,4 0,4 1,2 2,0 4,70/0,30 87 82
5 0,4 0,8 1,2 2,0 4,70/0,30 91 83
6 0,4 1,0 1,2 2,0 4,70/0,30 85 83
7 0,4 0,8 1,2 1,6 4,75/0,25 89 83
8 0,4 0,4 1,6 0,7 4,89/0,11 63 87
9 0,4 0,4 1,6 3,0 4,55/0,45 89 84
10 0,4 0,8 1,6 1,6 4,75/0,25 92 84

aConversbdes determinadas por CLAE (A = 215 nm).

Resultados preliminares ndo publicados do grupo do Professor Kappe,
demonstraram que o uso de excesso de trifluor-iodometano (2 - 6 equiv.) na reacéo
em batelada n&o proporcionou aumento na conversao da reagdo, mas sim diminuicédo
da seletividade da reacao pela formacao dos subprodutos bis- e trissubstituidos. Por
esse motivo, apenas uma modificacdo na quantidade do precursor para 1,6 equiv. foi
avaliada. Embora o aumento da quantidade de trifluor-iodometano ndo tenha
proporcionado resultados muito diferentes daqueles obtidos com 1,2 equiv., optou-se
por manter a estequiometria de 1,6 equiv. do reagente de iodo, visando a ampliacéo
do escopo reacional com substratos possivelmente menos reativos que o 3-metilindol.

Finalmente, a quantidade 6tima de peréxido de hidrogénio foi determinada.

Diferentemente do grande excesso de oxidante utilizado em reacgdes do tipo Minisci
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em batelada,'’’18! opbservou-se que através da metodologia em fluxo continuo, o uso
de 1,6, 2,0 ou 3,0 equiv. de peroxido de hidrogénio ndo influenciou de forma
significativa os resultados (Tabela 3.26, Entradas 6-10). Sendo assim, as condi¢des
Otimas para a trifluormetilacdo do 3-metilindol foram determinadas como sendo 0,4
equiv de catalisador, 0,8 equiv. de H2SO4,1,6 equiv. de trifluor-iodometano e 1,6 equiv.
de H202 (Tabela 3.26, Entrada 10).

De forma geral, toda a otimizacdo da estequiometria da reacéo
proporcionou resultados bastante similares com relacéo a conversédo e seletividade,
nao sendo observada melhorias significativas mesmo com as variacdes estudadas.
Desta forma, duas hipéteses que explicariam os resultados praticamente constantes
foram avaliadas: a ineficiéncia do quench out-line com NaHCOssa) €m parar a reagao
no frasco coletor e a rapidez da reacao, que possivelmente ja havia terminado antes
dos 6 segundos, impossibilitando o controle exato da conversdo e seletividade no
momento final da reagéo.

Para avaliar essas hipoteses, um novo sistema em fluxo continuo foi
montado: as duas linhas relacionadas a solucéo inicial (linha A) e ao peroxido de
hidrogénio (linha B) mantiveram-se conectadas como no primeiro sistema. Uma
terceira bomba (linha C) contendo solugdo 1M de Na2S203 foi conectada por um
misturador Y na saida do reator tubular, permitindo o rapido quench da mistura
reacional in-line. Além disso, reatores tubulares de diferentes tamanhos foram
utilizados com o intuito de controlar tanto o tempo de residéncia, como a formacao de
subprodutos bis-substituidos.

Utilizando as condicfes 6timas desenvolvidas, resultados excelentes de
conversdo e seletividade foram observados em tempos de residéncia menores ou
iguais a 2 segundos (Tabela 3.27, Entradas 2-4). Além disso, o experimento em 2,0
segundos apresentou resultado praticamente igual ao obtido em 6,0 segundos em
relacdo a conversao e seletividade, evidenciando a dificuldade em se prevenir a

formacao dos subprodutos polissubstituidos (Tabela 3.27, Entrada 2).
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TABELA 3.27: Otimizacao do tempo de residéncia com trifluor-iodometano

A\
N’ (0,32m)

DMSO/MeCN
FeS0O,4.7H,0 (0,4 equiv)

Nazszo3 (1 M)

HzSO4 (0,8 equiv_) Linha A . \ oF
CF,3l (1,6 equiv.) 4,75 mL/min N s
i H
H,0, (1,6 equiv.) 0°C A
Linha B
0,25 mL/min

Entrada Reator [uL] t.r[s] Conv. [%]? Seletiv. [%]?

1 500 6,0 92 84
2 170 2,0 95 80
3 87 1,0 88 80
4 41 0,5 70 87

aPorcentagens de conversao e seletividade determinados por CLAE (A 215 nm).

Y

Com relacdo a seletividade da reacédo, foi possivel observar que a
formacdo de produtos colaterais também acontece de forma extremamente rapida, e
se mantém constante apds alguns segundos. Os resultados obtidos com ambos os
eletrofilos estdo de acordo com as caracteristicas descritas para essa ativacdo C-H:
as reacbes de Minisci sdo reportadas como sendo extremamente rapidas nos
primeiros milissegundos e tendem a parar apoés instantes, sem gue haja melhoria nos
rendimentos, mesmo com nova adi¢cao de reagentes, maiores tempos reacionais e/ou
aquecimento da reacéo.1’®

A partir dos resultados obtidos sobre a importadncia dos primeiros
milissegundos na reacao, optou-se por estudar a eficiéncia do misturador Y. Devido a
grande diferenca entre as vazdes das duas bombas (4,75 na linha A e 0,25 mL min-!
na linha B), e ao fato da reacdo se processar em algumas fracbes de segundos, a
ineficiéncia do misturador poderia influenciar significativamente na estequiometria e

consequentemente, na eficiéncia e reprodutibilidade da reagéo.
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TABELA 3.28: Otimizacédo do tempo de residéncia com o nonafluor-1-iodobutano

o

H
DMSO/MeCN
FeS0,4.7H,0 (0,4 equiv)
H,S0, (0,8 equiv.)
C4Fgl (1,6 equiv.)

H,0, (1,6 equiv.) Linha B

Na2$203 (1 M)
Linha C

5,0 mL/min
©\/\€704F9
N

H
25b

Linha A

0°C

Entrada  Reator [uL] A/B [mL min?] tr[s] Conv.[%]? Seletiv. [%)]2

1 4 4,75/0,25 0,045 51 96
2 8 4,75/0,25 0,1 61 92
3 87 4,75/0,25 1,0 94 93
4 330 4,75/0,25 4,0 84 93

aPorcentagens de conversao e seletividade determinados por CLAE (A 215 nm).

Sendo assim, os reatores tubulares foram substituidos por dois
microchips de volumes internos diferentes. Nesses sistemas, as linhas A e B estavam

diretamente ligadas ao reator, sem a necessidade do misturador Y (Figura 3.6).

A B C

FIGURA 3.6: Microchips usados na reacao de funcionalizagdo C-H. A, B: Microchip
Chemtrix; C: Microchip Unigsis.

De forma geral, o uso de microchips como reatores de fluxo continuo
proporciona maior superficie de contato entre os reagentes, uma vez que as linhas
conectadas as bombas de alta pressao sao ligadas diretamente aos microcanais ndo-
lineares do reator. Sendo assim, a geometria dos micro-reatores garante uma mistura
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turbulenta mais rdpida e eficiente daquela encontrada em reatores tubulares lineares
ligados a misturadoresem Y ou T.

O primeiro experimento com o microchip da Unigsis (1,8 mL de volume
interno) foi realizado em 22 segundos a temperatura ambiente e resultou em uma
conversdo de 94% e seletividade de 90% (Tabela 3.29, Entrada 1). As reacfes a
temperatura ambiente, a 0°C e com o dobro da vazéao final (10 mL min't) apresentaram
conversdes e seletividades praticamente iguais, ndo sendo verificada a influéncia do
misturador em nenhum dos trés experimentos (Tabela 3.29, Entradas 1-3).
Novamente, para os experimentos subsequentes a temperatura do reator foi mantida

a 0°C, devido ao carater altamente exotérmico da reacao.

TABELA 3.29: Otimizacao do tempo de residéncia com os microchips.

s
N (031m)

DMSO / MeCN (2:1) Na,S,0; (1M)
FeSO4.7H20 (0,4 equiv) Linha C
H2$04 (0,8 equiV.)

i 550 ml/min
CsFol (1,6 equiv.)  Tinna A
N\ C4Fo
H,0, (1,6 equiv.) LinhaB | 0°C N

25b

Entrada Reator [uL] A/B [mL min] t.r [s] Conv. [%]® Seletiv. [%]2

1b 1800 4,75/0,25 22,0 94 90
2 1800 4,75/0,25 22,0 95 92
3 1800 9,5/0,5 11,0 93 93
4 19 0,95/0,05 2,7 93 94
5 19 1,9/0,1 0,6 92 93
6 19 3,8/0,2 0,3 95 93

aConverséao determinada por CLAE (A 215 nm). P Reacdo realizada a temperatura ambiente.

Com o intuito de avaliar a eficiéncia do misturador do microchip de menor
volume interno, as mesmas condi¢cbes reacionais foram empregadas, em vazdes
compativeis a pressdo interna desse microrreator. Os experimentos com vazdes
iguais a 1,0, 2,0 e 4,0 mL/min levaram as mesmas conversodes e seletividades obtidas

com o microchip da Unigsis e com o reator tubular de 87 pyL. Sendo assim, néo foi
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observada influéncia do misturador para a reacédo modelo de perfluoro-substituicéo do
3-metilindol. Além disso, em todas as reacdes realizadas, tanto com os microchips
como com os reatores tubulares, nao foi possivel controlar a formacao de subprodutos
bis- e tris-substituidos, mesmo em tempos de reacao inferiores a um segundo. Com
base nos resultados discutidos, € possivel afirmar que a reacdo se processa
completamente em aproximadamente 0,3 segundos, sendo observado apds esse
periodo conversdes e seletividades similares até 22 s.

O estudo do escopo da reacéo foi realizado com o microchip da Unigsis
apenas para facilitar o manuseio das bombas durante a reagao e evitar entupimentos
e gradientes de presséo. Desta forma outros derivados de indois e pirris foram
submetidos as condi¢cbes desenvolvidas para a reacdo do tipo Minisci em fluxo
continuo (Tabela 3.30).

De forma geral, os produtos foram obtidos com 6timas conversdes e
seletividades, em bons a 6timos rendimentos. Excelentes seletividades foram obtidas
nas reacdes do 1-fenilpirrol com ambos radicais eletrofilicos, demonstrando a elevada
reatividade deste substrato nas condi¢cdes reacionais empregadas. Deve-se notar,
entretanto, a baixa seletividade da reacdo com o indol, decorrente da presenca do
hidrogénio no C3, também susceptivel a reacdo de substituicdo homolitica, e
consequente formacdo dos dois regioisdbmeros em quantidades quase equivalentes
(Tabela 3.30, Entradas 3 e 4). Além disso, foi possivel isolar o regioisdBmero minoritario
da reacdo com o 2-pirrol carboxilato de metila, em 8% de rendimento (Tabela 3.30,
Entrada 7). Os resultados demonstrados na Tabela 3.30 estdo em concordancia com
os rendimentos descritos em batelada para a reacdo do tipo Minisci com bases
heteroaromaticas ricas em elétrons.’72

Diferentemente das reag0es de Minisci convencionais, em que efeitos
polares dominam a seletividade da mesma, as reacfes com radicais elétron-
deficientes sdo governadas pela combinacéo varios de fatores, dentre os quais se
destacam as caracteristicas estéricas e eletrofilicas do radical.*®>183 Estudos sobre a
adicao radicais perfluoroalquis de diferentes tamanhos demonstraram uma relagao
linerar entre a eletrofilicidade do radical e a seletividade da reacéo, isto €, radicais

mais eletrofilicos resultaram em reacdes mais seletivas.168
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TABELA 3.30: Escopo da reacéo do tipo Minisci em fluxo continuo

Substrato

DMSO / MeCN (2:1) Na,S,0; (1M)
FeSO,-7H,0 (0,4 equiv) .
H,S0, (0,8 equiv.) Linha A 1,8 mL lglghaLC/? _
; ; ,0 mL/min
RI (1,6 equiv.) 4,75 mL/min Produto
Linha B
. rt = 22s
H,0, (1,6 equiv.) 0,250 mL/min
Entrada Composto Estrutura Conv.[%]2 Seletiv. [%]? Rend. [%)]

1 25a CF3 92 84 60

2 25b

N\
N
H
-
N
H
25¢ ” 77 47 34
Cy-
N
H

93 93 71

3
CF;
4 25d 74 30 30
Q7C4Fg
5 25e 5 96 98 90
N
6 25f 5 93 90 66
7

25ga | D—cF, 84 81 53
0 N
H
(0]

aConversédo determinada por CLAE (A = 215 nm)
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Com o intuito de ampliar o escopo reacional, outros substratos derivados
de indois e pirrdis, além da 4-hidroxicumarina e da cumarina, foram submetidos a
metodologia desenvolvida em fluxo continuo. Entretanto, nenhum dos casos
mostrados na Tabela 3.31 forneceram bons resultados.

As reacdes com benzilimidazol, fenil-imidazol, indol-3-carboxaldeido,
Boc-pirrol e p(toluil)metanona pirrol resultaram em baixas conversfes para o produto
de interesse, sendo observado grandes quantidades de material de partida apos os
22 segundos de reacéo (Tabela 3.31, Entradas 1-5). Nao foi possivel avaliar a reacao
com o indol-3-carbinol, devido a decomposi¢cdo do material de partida nas condicbes
reacionais (Tabela 3.31, Entrada 6). Além disso, apesar da alta conversao da reacéo
com o 1-(2-aminofenil)pirrol, a formacdo de regioisbmeros e produtos bis- e tris
substituidos impossibilitou a purificacdo do produto de interesse. Por fim, observou-se
baixa reatividade das cumarinas nas condi¢des reacionais empregadas (Tabela 3.31,
Entradas 8 e 9).

Com base nos resultados promissores sobre a atividade dos derivados
de cumarinas frente a AChE, %! e tendo em vista a melhoria significativa da atividade
para alguns compostos trifuormetilados com relacdo a seus analogos sem o
grupamento CFs3, outros experimentos com tempos reacionais de até uma hora foram
realizados, em batelada, para obtencdo das cumarinas funcionalizadas. Entretanto,
em nenhum dos testes foi possivel observar boas conversdes para a 4-hidroxicumaria
ou a cumarina.

Com o intuito de avaliar a aplicabilidade da metodologia desenvolvida,
foi realizado o escalonamento da reacdo em fluxo com 1-fenilpirrol e ambos radicais
eletrofilicos. Para esses experimentos, uma quarta bomba de alta pressao foi
conectada ao sistema anterior: neste caso, duas bombas seringas (Linha A e B)
consistindo na solucgéo inicial foram conectadas a um misturador em Y e a solugéo
combinada foi conectada ao microchip da Unigsis; a linha C, contendo o oxidante, e a
linha D, com a solucdo de Na2S203, mantiveram-se conectadas como no sistema
anterior.

Excelentes resultados foram obtidos a partir de 10 mmol de substrato,
levando a formacao de aproximadamente 3,0 gramas do composto 25e e 1,0g do 25f,
em 1,6 minutos (Tabela 3.32)
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TABELA 3.31: Outros substratos avaliados na reacao de Minisci em fluxo continuo
Conv. [%]?2 Seletiv. [%]?

Entrada? Substrato R-I|

1b @[N\ CFal
N>
[
N
25 40

CFasl

13 100

2 O
(@)
A\
3 @E% CFal 16 26
N
H
A\
4 Q CFal 33 36
\BOC
5b N\ CaFol 50 79
N (@]
H
HO
6 N CFal nd nd
N
H
I\
N
7 NH2 C4F9| 86 61

CFal 8 43

0L

o
OH

9b O\)\/\L CFal 32 68
0] @]

aConverséao determinada por CLAE (A = 215 nm). P Converséo determinada por CLAE (A = 254 nm).
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TABELA 3.32: Escalonamento das reacfes em fluxo continuo com o 1-fenil pirrol.

I\
DMSO / MeCN (2:1)

b FeS0O,4.7H,0 (0.4 equiv)
HQSO4 (08 eqUiV.) N328203 (1 M)
RI (1.6 equiv.) feed A =
9.50 mL/min .
0.32M 10.0 mL/min
feed B TM1
9.5 ml/min Product
. r.t. 22s
H,0, (1.6 equiv.) 1B
feed C
1.0 mL/min

Entrada Composto Estrutura Conv. [%]® Seletiv. [%]?2 Rend. [%]

\
@04% 83 (2,94q)

N
1 25e 94 99 (2,94q, 5,_9
mmol mint)

A\
QCFS 63 (1,119)
2 25f 96 92 (1,11g, 3,8
mmol min-1)

2Conversion determined as HPLC peak area percent at 215 nm.

A titulo de exemplo, a Figura 3.7 apresenta os cromatogramas obtidos

nas andlises por CLAE dos brutos reacionais de ambas as reacdes.
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FIGURA 3.7: Cromatogramas obtidos dos brutos reacionais das reacdes a partir de
10 mmol de 1-fenil pirrol (t.r. 6,4 min); t.r. 25e = 9,9 min t.r. 25f = 7,7 min.

3.4 - Ensaios Bioldgicos

Tendo em maos os compostos sintéticos, realizamos a avaliacdo
biolégica dos mesmos frente a enzima AChE em colaboragcédo com o grupo da Profa.

Quezia B. Cass do Departamento de Quimica da UFSCar.

3.4.1 -Imobilizagcdo da enzima em capilar de silica fundida

A enzima AChE proveniente do peixe elétrico Electrophorus electricus
(AChE-ee) é muito empregada para a triagem inicial de inibidores. Embora possua
tamanho e algumas subunidades diferentes da acetilcolinesterase proveniente de
eritrocitos humanos (AChE-hu), a AChE-ee apresenta algumas similaridades com a
AChE-hu no que diz respeito a sequéncia de aminoacidos e as condi¢des 6timas de
trabalho.® Desta forma, com base nos relatos bem-sucedidos do uso da enzima
AChE-ee na triagem de inibidores, além do seu menor custo, todos 0s ensaios foram

realizados com essa enzima.

108



A escolha do suporte para a imobilizagédo da enzima foi baseada em
trabalhos que descrevem a utilizagdo de capilares de silica fundida em triagens de
ligantes para a AChE-ee e AChE-hu de forma réapida e eficaz.#” Dentre as vantagens
de se utilizar esse suporte destaca-se a grande area de superficie/volume, que
permite  melhores interacdes entre enzima/substrato e enzima/inibidor.®> A
imobilizacéo da enzima no suporte sdlido foi realizada seguindo protocolo previamente
desenvolvido por Vanzolini et al.?* A principio, um pré-tratamento do capilar de silica
fundida foi realizado a fim de aumentar a reprodutibilidade dos ensaios: uma solucéo
de HCI 2,0 M foi utilizada para que houvesse ativacdo do capilar e consequente
aumento da area superficial de trabalho. Em seguida, uma solucdo de 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTS) foi bombeada para o interior do capilar, garantindo o
capeamento dos silanadis livres na parede do tubo capilar por meio de uma reacéo de
substituicdo nucleofilica entre a hidroxila e o Si do APTS.

Apés a silanizacdo, glutaraldeido foi utilizado como espacador,
garantindo a mobilidade necessaria para a interacao da enzima com o substrato e/ou
inibidor. Por fim, a enzima foi imobilizada de forma covalente, através da reacéo de

adicdo nucleofilica da amina dos residuos de lisina ao aldeido terminal (Figura 3.8).

| OEt
Si—OH L Si-O_ OEt
S + Etgo,s'\/\/NHz —_— 5 ;Si\/\/NHz
Si-OH Si-0
o) )
()
Si-0, OEt AChE-NH Si- Q
o 2 i-O_OEt
é Sl N= - AChE S /Si\/\/NM)
Si-0 Si-0

FIGURA 3.8: Recbes envolvidas no protocolo de imobilizagédo em capilar de silica
fundida.

3.4.2 — Aspectos gerais do ensaio enzimatico

Os ensaios enzimaticos foram realizados através do uso do biorreator
previamente preparado, como coluna cromatografica em um sistema LC-MS. Neste
caso, o0 acompanhamento da reacdo enzimatica ocorre através da quantificacdo da

producdo de colina, pelo monitoramento de seu ion precursor, [M]* 104 m/z no
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espectrometro de massas. A Figura 3.9 ilustra o sistema utilizado nos ensaios
enzimaticos, sendo a bomba A responsavel por eluir uma solucdo de acetato de
amonio (pH 15 mmol.L, pH 8) ao sistema, e a bomba B pela eluicdo de metanol,

potencializando a ionizacéo da colina sem interferir na performance da enzima.

AChE-IMER

‘ Autoinjetor @
Bomba |

FIGURA 3.9: llustracé@o do sistema LC-MS utilizado nos ensaios enzimaticos.

3.4.3 — Ensaio para a determinagéo da porcentagem de inibicéo

A primeira triagem para verificacao do potencial inibitério dos compostos
sintetizados forneceu resultados de porcentagem de inibicdo. Para isso, inicialmente
foi realizado um ensaio para medir a atividade do capilar imobilizado e assim verificar
se a enzima estava ativa e apta para a triagem. Assim, uma amostra de acetilcolina
(substrato) na concentracdo de 200 uM foi injetada no sistema LC-MS ilustrato na
Figura 3.8 e 0 ion correspondente a colina foi monitorado no espectrometo de massas.
A é&rea de colina foi calculada e correlacionada com a curva de calibracdo do método
cromatografico previamente validado.'®® As curvas analiticas utilizadas para obtencéo

das porcentagens de inibicdo foram:

y = (-3,04245 x 108) + (1,7158 X In(x + 5,90793))
y = (-3,48814 x 109) + (7,31589 x 108 + In(x + 146,767))

Para os ensaios de inibicdo deve-se garantir que os sitios ativos da
enzima estejam saturados pela presenca do substrato. Como reportado por Vanzolini
et al.?1, um valor que esteja 1,5 vezes superior ao valor da constante de Michaelis-
Menten (Kwm) € o suficiente para saturar os sitios ativos da enzima. Assim, a constante

utilizada nos ensaios realizados foi determinada pela Dra. Kenia L. Vanzolini, através
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do uso de concentraces crescentes de substrato, até saturacao da enzima, sendo o
valor obtido para o IMER-AChE-ee igual a 325 + 34,9 uM.%*

Com a concentracao de substrato definida, para cada um dos compostos
sintetizados como candidatos a inibidor, trés amostras foram preparadas e injetadas
no sistema LC-MS. A fim de garantir que ndo houvesse resultados falso-positivos
gerados por uma possivel ionizagcdo similar entre os compostos empregados na
triagem e a colina, uma amostra de cada composto a 200 uM foi analisada. Em
seguida, uma amostra referéncia contendo apenas acetilcolina foi analisada seguida
da amostra final contendo a acetilcolina e o candidato a inibidor. Desta forma, a
produgédo de colina foi monitorada na presenca e na auséncia dos candidatos a
inibidores. Apés conversao das areas dos cromatogramas em concentracao de colina
produzida, através do uso das curvas de calibracdo do método analitico validado®®, o

percentual de inibicdo pode ser calculado de acordo com a Equacéo 3.1.

EQUAGAO 3.1: 1 (%)= 100 - = x 100

em que Pi é a producgédo de colina quantificada a partir da hidrélise da acetilcolina na
presenca dos compostos testados e Po € a producdo de colina da amostra controle
positivo.

Os primeiros ensaios foram realizados em um sistema de cromatografia
liguida (Shimadzu) acoplado a um espectrémetro de massas (Bruker Daltonics)
modelo Esquire 6000 equipado com uma fonte de ionizagao do tipo eletrospray (ESI),
operando no modo positivo e analisador do tipo ion-trap. Nesses ensaios, a
concentracdo da acetilcolina foi fixada como sendo igual a 1,5 x Km. Sendo assim,
para a avaliacdo da atividade inibitéria das hidantoinas derivadas de aminoéacidos
naturais 17a-n, hidantoinas 5,5-dissubstituidas 21a-c, compostos hibridos 24a-d e
derivados de cumarinas 3a-e, 4a-i e 6a-d, a concentracdo de ACh utilizada foi igual a
490 pM.

Os compostos 17a-n e 2la-c ndo apresentaram atividade inibitéria
significativa frente a AChE-ee, visto a obtencédo de porcentagens de inibic&o inferiores
a 30%. Com relacdo aos compostos hibridos, embora tenham apresentado moderada
atividade, especialmente o 23a com 73% de inibicdo, esse valor n&o foi suficiente para
dar continuidade aos estudos de ICso € mecanismo de inibigdo (Tabela 3.33).

De forma geral, as porcentagens de inibicdo das hidroxicumarinas 3a-d,

piranocumarinas 4a-i e adutos de Ugi 6a-d foram maiores daquelas encontradas para
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as hidantoinas, destacando-se os valores de 77% e 70% de inibicdo para o0s

compostos 3a e 4h, respectivamente.

TABELA 3.33: Atividade inibitéria dos compostos 17a-j, 21a-c, 22a-b, 3a-e, 4a-i, 6a-
d no IMER-AChE-ee (0,125 mg/mL), a 200 pM.

Composto Caddigo Inibicdo (%) Composto Cadigo Inibicdo (%)
17a LSPN560 6 3a LSPN267 77
17b LSPN555 12 3b LSPN269 41
17c LSPN554 9 3c LSPN268 31
17d LSPN556 4 3d LSPN271 55
17e LSPN557 7 3e LSPN270 20
17f LSPN558 5 4a LSPN479 25
179 LSPN559 10 4b LSPN480 16
17h LSPN561 5 4c LSPN477 30
17i LSPN562 11 4d LSPN478 13
17j LSPN563 6 4e LSPN476 52
17k LSPN568 2 Af LSPN482 52
171 LSPN565 26 49 LSPN483 31
17m LSPN566 15 4h LSPN484 70
17n LSPN564 9 4i LSPN481 54
21a LSPN571 6 6a LSPN491 19
21b LSPN567 15 6b LSPN492 16
21c LSPN569 13 6¢C LSPN493 26
22a LSPN589 68 6d LSPN494 25
22b LSPN591 73 Tacrina - 98

Galantanina - 96
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Entretanto, de forma andloga aos primeiros resultados obtidos, as
porcentagens de inibigdo obtidas para esses compostos néo foram significativas para
a continuacao dos estudos de caracterizacéo dos inibidores. Cabe ressaltar que tanto
as piranocumarinas racémicas como as enantiomericamente enriquecidas foram
avaliadas, embora ndo tenha sido observada diferengca significativa entre os
resultados de inibigao.

Por fim, as hidantoinas 5- e 5,5-dissubstituidas, sintetizadas pela reacéo
de Bucherer-Bergs, 20a, 20d, 20g, 20h, 20i, 20l, bem como as respectivas
hidantoinas (N)3-substituidas foram submetidas a avaliacdo da porcentagem de
inibicdo. Neste caso, o ensaio foi realizado em um sistema cromatogréafico de ultra
eficiéncia Waters ACQUITY UPLC (Milford, USA), acoplado a um espectrometro de
massa modelo Xevo TQ-MS (Waters, Milford, USA) com ionizacdo por eletrospray
(ESI). Devido a maior sensibilidade do instrumento utilizado, nova validagdo do
método analitico foi realizado pela pesquisadora Adriana M. dos Santos. Neste caso
foi determinado um Ku = 72 uM para o substrato no capilar de AChE-ee (0,125 mgmL-
1), e a concentracdo do substrato no ensaio foi fixada em 2 x Kv. Além disso, o ensaio
foi realizado com a concentra¢do dos compostos sintetizados igual a 100 uM ao invés
de 200 uM (Tabela 3.34).

TABELA 3.34: Atividade inibitéria das hidantoinas e de seus sais correspondentes
no IMER-AChE-ee (0,125 mg/mL), a 100 pM.

Composto Caddigo Inibicdo (%) Composto Caddigo Inibicao (%)

20a LSPN553 14 24a LSPN582 30
20d LSPN550 19 24i LSPN588 41
209 LSPN572 17 24d LSPN584 42
20h LSPN576 11 24e LSPN583 18
20i LSPN577 7 24f LSPN586 26
20l LSPN580 18 24i LSPN585 50
Tacrina - 98 Galantamina - 96
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A sintese das hidantoinas N-3-substituidas foi planejada com o intuito de
mimetizar a porgéo catidnica da estrutura da ACh e avaliar a influéncia das interagoes
entre o nitrogénio carregado positivamente e os residuos de aminoacidos aniénicos.
A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar um aumento de 7 a 32% na
porcentagem de inibicdo dos compostos N-alquilados quando comparados aqueles
correspondentes as hidantoinas precursoras, embora a inibicdo ndo tenha

ultrapassado o valor de 50% para nenhum dos compostos avaliados.
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4 — CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram estudadas metodologias alternativas as
convencionais para a sintese de algumas classes de compostos heterociclicos, tanto
em batelada quanto em fluxo continuo.

Com relacdo a sintese das cumarinas e derivados, o0s
organocatalisadores previamente desenvolvidos pelo grupo de pesquisa mostraram-
se eficientes na sintese assimétrica de piranocumarinas, levando a formacdo dos
produtos de interesse em bons rendimentos e excessos enantioméricos, tanto atraves
de metodologia convencional, como com o uso de micro-ondas como fonte de energia.

Também foi utilizado o organocatalisador comercial de Jgrgensen na
sintese das piperidinocumarinas com o intuito de realizar a rea¢gdo multicomponente
de forma sequencial, one-pot, apds a formacdo das piranocumarinas assimeétricas.
Através da metodologia desenvolvida, tanto piperidinocumarinas como derivados de
hidroquinolinonas foram obtidos em bons rendimentos e 6timas seletividades. Além
disso, foi possivel observar que a diastereosseletividade da reacdo esta diretamente
relacionada a natureza da amina utilizada, uma vez que o uso de aminas volumosas
levou a formacdo de um diastereocisbmero majoritariamente, enquanto o uso de
aminas alifaticas ndo volumosas culminou na formacdo de mistura de
diastereoisdmeros. Por fim, através de estudos de RMN H, 3C e 2D foi possivel
atribuir a configuracao relativa do novo centro formado, como sendo cis.

A sintese das hidantoinas reduzidas foi realizada através de trés etapas
reacionais, sendo a formagéo do dimero de amino aldeido otimizada para apenas
duas etapas, através de uma reacao de aziridinagcdo organocatalisada seguida da
desprotecdo do grupamento Boc. Cabe ressaltar que essa transformacédo é descrita
na literatura em 5 etapas reacionais partindo-se de aminoacidos naturais alifaticos.
Desta forma, o protocolo sequencial desenvolvido apresentou a primeira versado da
sintese assimétrica de hidantoinas reduzidas, e at¢é o0 momento 7 exemplos foram
sintetizados com bons rendimentos e 6timos excessos enantioméricos. A ampliacao
do escopo reacional para avaliacdo da aplicabilidade da reacdo com isocianatos
substituidos com grupos elétron-retiradores, bem como a avaliacdo dos compostos

frente a AChE-ee ainda s@o necessérias para a finalizacéo dessa parte do trabalho.
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Além disso, uma cole¢&o de hidantoinas 5- e 5,5- substituidas foi obtida
através da reacdo de aminoécidos naturais e isocianatos ou através da reacgdo de
Bucherer-Bergs. Com base na atividade enzimatica do composto LSPN223, foi
planejada a sintese de compostos hibridos de cumarinas e hidantoinas. Entretanto, a
sintese de tais compostos utilizando hidantoinas 5-substituidas mostrou-se inviavel
devido a estabilidade da cumarina e a baixa eletrofilicidade das hidantoinas envolvidas
na reacdo. Desta forma, apenas dois compostos hibridos derivados de hidantoinas
5,5-dissubstituidas foram obtidos com baixos rendimentos, mesmo apos utilizacao de
diversas condi¢des reacionais tipicas para as reacdes de substituicdo nucleofilica.

A sintese das hidantoinas através da metodologia desenvolvida em fluxo
continuo apresentou resultados bastante satisfatorios. O uso de mistura de acetato de
etila e Agua como solvente culminou num exemplo bem-sucedido de rea¢des bifasicas
em fluxo continuo, possibilitando a sintese dos compostos de interesse em tempos
reacionais significativamente menores daqueles relatados na literatura, devido ao
aumento da superficie de contato entre os reagentes e da possibilidade de conducao
da reacdo em temperaturas maiores que o0 ponto de ebulicdo do solvente. A
metodologia em fluxo garantiu ainda que ndo houvesse desprendimento dos gases
formados durante a reacdo através do eficiente controle da pressédo interna do
sistema. Desta forma, o conjunto de modificacdes na metodologia de Bucherer-Bergs
em fluxo proporcionou hidantoinas derivadas de aldeidos e cetonas em 6timos
rendimentos, e possibilitou a formacdo da 5,5-dimetil hidantoina, na auséncia de
solvente organico. As reacdes de monoalquilacdo dos produtos sintetizados
resultaram em hidantoinas N-3-substituidas inéditas em rendimentos moderados a
bons.

Por fim, o desenvolvimento da primeira versao da reacéo do tipo Minisci
em fluxo continuo foi realizada com sucesso. Através do protocolo desenvolvido, foi
possivel demonstrar que o processo radicalar para a trifluormetilacdo direta de
compostos aromaticos nao-ativados nas condigfes reacionais estudadas é
extremamente rapido, obtendo-se conversées maximas em milissegundos. A partir
das condi¢des desenvolvidas, varios indois e pirrois foram funcionalizados de forma
eficiente, em 22 segundos, utilizando-se como fontes eletrofilicas o trifluor-iodometano
e o0 nonafluor-iodobutano. Entretanto, tanto a formacdo de regioisbmeros como de
subprodutos polissubstituidos ndo pode ser evitada, mesmo em fra¢cdes de segundos.

Além disso, substratos pouco nucleofilicos, como cumarinas e formil-indois, ndo foram
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funcionalizados de forma efetiva, evidenciando uma limitacio do método
desenvolvido.

Todos o0s compostos sintetizados foram submetidos ao ensaio
enzimatico com a enzima AChE-ee imobilizada em capilar de silica fundida. O ensaio
apresentou-se como uma metodologia eficiente na triagem de ligantes,
proporcionando resultados rapidos, precisos e reprodutiveis. Entretanto, a classe das
hidantoinas 5- e 5,5-substituidas apresentou baixa atividade enzimatica frente a
enzima em questdo, com porcentagens de inibicdo na faixa de 2-60%. As pirano-
piperidino- e 4-hidroxicumarinas apresentaram atividade moderada frente & AChE (13-
77%) e nenhum dos compostos hibridos apresentou atividade inibitoria superior a
cumarina LSPN223 (68 e 86%, respectivamente), evidenciando a importancia da
piperidina na atividade enzimatica do composto. No entanto, esses resultados sao
importantes para o estudo da relacdo estrutura-atividade desta classe de compostos
frente a AChE.
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5 - Procedimento Experimental

5.1 - Aspectos gerais

Os reagentes comerciais foram utilizados sem purificagdo. Os espectros
de absor¢cdo no infravermelho foram registrados em um espectrometro Bomem
modelo M 102. Foram feitas pastilhas solidas da amostra com KBr, que foi utilizado
como branco. As absor¢ées estdo expressas em comprimento de onda (cm™).

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN H) foram
registrados em espectrometros Bruker ARX de 300 e 400 MHz. Os deslocamentos
quimicos (0) estdo expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hertz
(Hz). Para indicar a multiplicidade dos sinais utilizou-se a seguinte abreviacdo: s
(singleto), d (dubleto), t (tripleto), g (quadrupleto), m (multipleto).

As andlises feitas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (CG-EM) foram realizadas em um cromatdgrafo Shimadzu modelo GC17A
equipado com um detector modelo GCMS-QP5000 operando como uma fonte de
impacto eletronico.

O excesso de solvente do fim de cada etapa da reacéo e das extracoes
evaporados em evaporadores do tipo Bichi Rotavapor R-114 com banho Buchi
Watherbath B-490,

A purificacdo dos compostos foi realizada por coluna cromatografica,
utilizando-se silica gel (flash) 60, 230-400 mesh ASTM Merck e silica gel 60 A, 70-230
mesh Aldrich Co.

As reacdes em fluxo continuo foram acompanhadas atraves de analises
cromatograficas e as conversoées e seletividades foram determinadas com uma coluna
de fase reversa C-18 (150 x 4.6 mm, particle size 5 ym) a 37°C, usando A
(agua/acetonitrila 90:10 (v/v) + 0,1% TFA) e B (MeCN + 0,1 % TFA) como fase movel,
em uma vazéo de 1,0 mL min-t.

Para os compostos inéditos, espectros de massas de alta resolucéo
HRMS foram obtidos em um instrumento LC/MS TOF equipado com uma fonte de
ionizacdo APCI, operando no modo positivo e em um equipamento MicrOTOFq I
(Bruker), com uma fonte de ionizagdo ESI, no modo positivo. O LC-MS do composto

24a foi obtido através de infusdo direta (ESI-FT-MS) em um aparelho LTQ Orbitrap
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Velos FT-MS equipado com uma fonte de ionizagéo eletrospray (HESI-II), no modo
positivo.

Os excessos enantioméricos dos compostos 4a-j e 6a-d foram obtidos
em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia da Shimadzu, bomba tipo
LC-10 ATVp, detector UV-vis, modelo 10APV com controladora modelo SCL-10 APV.
As fases estacionarias utilizadas foram a Daicel Chiralpak AD-H e OD-H e a Daicel
Chiralpak OD-H. Os excessos enantioméricos dos compostos 11aa, 11bb, 11ac-11ae
e 15 a-g foram determinados em um cromatografo convergente de ultra performance
ACQUITY UPC?™ Waters Corp., Milford, MA, USA, com fases estacionérias Trefoil™
CEL1 (2.5 uym, 3 mm x 150 mm), Trefoil™ CEL2 (2.5 ym, 3 mm x 150 mm) e Trefoil™
AMY1 (2.5 ym, 3 mm x 150 mm).

Para determinac&o da atividade otica, [a]3°, foi utilizado o polarimetro da
marca Schmidt Haensch, modelo Polatronic HL100 em um comprimento de onda de
andlise de 589 nm.

As reacdes sob irradiacdo de micro-ondas foram realizadas em um
aparelho de modelo CEM- Discover Collmate.

Os ensaios de porcentagem de inibicdo dos derivados de cumarinas, das
moléculas hibridas e das hidantoinas 5-substituidas foram realizados a 20 °C, em um
sistema CLAE (Kyoto, Japan) equipado com duas bombas LC-20AD (loop de 500 pL),
um auto-injetor SIL 20A, um degasificador DGU-20A5 e uma interface CBM-20A. O
sistema foi acoplado a um espectrobmetro de massas Esquire 6000 IT (Bruker
Daltonics Germany) equipado com uma fonte de ionizagéo do tipo ESI, operando no
modo positivo. Os ensaios de porcentagem de inibicdo dos compostos 20 e 24 foram
realizados em um sistema cromatografico de ultra eficiéncia Waters ACQUITY UPLC
(Milford, USA) composto por uma bomba binaria (BSM), uma quaternaria (QSM), e
um injetor automatico Waters 2777C acoplado a um espectrometro de massas modelo
Xevo TQ-MS (Waters, Milford, USA) com ionizacao por eletrospray (ESI), operando
no modo positivo. Os resultados foram analisados através do software Bruker
Daltonics Germany.

A imobilizagéo da enzima foi realizada em capilares de silica fundida de
30,0 cm de comprimento utilizando uma bomba seringa Havard Apparatus 11 Plus
para o condicionamento do mesmo. No preparo das fases moveis, solugbes tampao,
solugéo dos inibidores, substrato e enzima, foi utilizada agua MILLI-Q. Para os

compostos que nao se mostraram muito soliveis em MeOH, a homogeneizagcéao dos
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mesmos foi obtida com auxilio de um ultrassom Branson 1510. A pesagem dos
inibidores, bem como de todos os reagentes utilizados durante os ensaios foi realizada
em uma balanca analitica Sartorius, modelo TE214S, com precisdo 0,0001g. A enzima

AChE de Electrophorus electricus foi adquirida da Sigma-Aldrich.

5.2 —Sintese das 4-hidroxi-cumarinas 3a-e

Em um baldo de fundo redondo de duas vias, provido de agitacdo
magnética e atmosfera de nitrogénio, as 2-hidroxiacetofenonas (6,0 mmol) (vide
Tabela 3.1) foram adicionadas a uma suspensédo de NaH (1,2g, 30 mmol) em tolueno
seco (17 mL). Em seguida, dissolveu-se o carbonato de dietila (1,1 mL, 9,0 mmol) em
tolueno seco (3,0 mL) e a mistura foi adicionada gota-a-gota ao baldo reacional. Ap6s
3 horas de refluxo a mistura foi resfriada e o bruto reacional tratado com uma solucao
aguosa de acido cloridrico 2N (20 mL). O precipitado formado foi filtrado sob vacuo e

lavado com hexano (30 mL), sem posterior purificacao.

4-Hidroxi-2H-cromen-2-ona (3a)'’2: o produto foi obtido como um sélido amarelado.
Rendimento 83% (0,81g, 4,9 mmol). RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 12,55 (s, 1H), 7,82
(dd, J=7,8, 1,6 Hz, 1H), 7,64 (ddd, J = 8,6, 7,3, 1,6 Hz, 1H), 7,37 — 7,32 (m, 2H), 5,61
(s, 1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 165,68, 161,92, 153,54, 132,72, 123,94,
123,22, 116,39, 115,83, 91,01. IV (umax, filme): 3126, 3086, 2881, 2819, 2574, 2553,
1772, 1606, 1554, 1458, 1327, 1192, 1118, 948, 889, 831, 522, 499 cm™.

6-Cloro-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona (3b)!!’a: o produto foi obtido como um sélido
amarelado. Rendimento 93% (1,1 g, 5,6 mmol). RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 7,75 (d,
J =25 Hz, 1H), 7,67 (dd, J = 8,8, 2,5 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 5,75 (s, 1H).
RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 164,65, 161,48, 152,13, 132,30, 127,94, 122,35,
118,53, 117,44, 91,72. IV (umax, filme): 3126, 3086, 2574, 2553, 1718, 1564, 1300,
1118, 948, 817, 522 cm™.

6-Bomo-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona (3c)!'’®: o produto foi obtido como um sélido
amarelado. Rendimento 90% (1,3g, 5,4 mmol). RMN 'H (400 MHz, DMSO) &: 12,95
(s, 1H), 7,89 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 7,79 (dd, J = 8,8, 2,5 Hz, 1H), 7,35 (d, J = 8,8 Hz,
1H), 5,71 (s, 1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 164,51, 16141, 152,55, 135,14,

125



125,33, 118,82, 117,82, 115,69, 91,71. IV (umax, filme): 3483, 3120, 3080, 2358, 2341,
1716, 1604, 1558, 1458, 1300, 1265, 1110, 948, 815, 486 cm™.

7-Etoxi-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona (3d)*®”: o produto foi obtido como um sélido
amarelado. Rendimento 67% (0,83g, 4,0 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 12,39
(sl, 1H), 7,69 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 6,90 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 5,44 (s, 1H), 4,12 (g, J = 6,7
Hz, 2H), 1,34 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) &: 166,15, 162,41,
162,23, 155,44, 124,36, 112,15, 108,86, 100,91, 88,44, 63,98, 14,43. IV (Umax, filme):
3477, 3130, 2980, 2357, 2339, 1716, 1616, 1519, 1319, 1246, 1170, 1039, 821, 468

cmt,

7-Metoxi-4-hidroxi-2H-cromen-2-ona (3e)!7’: o produto foi obtido como um sélido
amarelado. Rendimento 75% (0,86g, 4,5 mmol). RMN *H (400M Hz, DMSO) &: 12,51
(sl, 1H), 7,31 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,23-7,19 (m, 2H), 5,60 (s, 1H), 3,81 (s, 3H). RMN
13C (100 MHz, DMSO) &: 165,35, 162,03, 155,29, 147,86, 120,38, 117,64, 116,20,
105,00, 91,24, 55,65. IV (umax, filme): 3464, 3091, 2956, 2835, 2544, 1699, 1612, 1546,
1481, 1276, 1238, 1039, 815, 549 cm™.

5.3 — Sintese das piranocumarinas 4a-e por metodologia

convencional

Em um vial foram adicionados o catalisador 5a (20 mol%, 33,4 mgQ),
etanol: NaClsay (2:1, 0,45 mL) e os aldeidos a,B-insaturados (0,39 mmol, 1,3 equiv.),
conforme a Tabela 3.5. Em seguida, adicionou-se a 4-hidroxicumarina 3a (0,30 mmol,
48,6 mg, 1,0 equiv.) e a mistura reacional foi submetida a agitacdo a -10°C por 16
horas. A reacgéo foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL), as fases organicas foram
secas com sulfato de sodio anidro e o solvente foi evaporado em um rotaevaporador.
A purificacao foi feita através de coluna cromatografica, utilizando silica flash e uma
mistura de hexano: acetato de etila 10% como eluente. N&o foi possivel a separacao
dos diastereoisémeros por coluna cromatografica. Sendo assim, todos 0s compostos
foram isolados em mistura de diastereosbmeros. Para a quantificacdo dos
enantiomeros formados, utilizou-se a coluna quiral AD-H e hexano: isopropanol como

eluente.
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(4R)-4-Heptil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4a):%! o produto foi
obtido como um 6leo amarelado. Cis/trans: 3:1. Rendimento: 80% (76 mg, 0,24 mmol);
RMN *H (400 MHz, CDCls) 6: 7,77 (dd, J =7,9, 1,4 Hz, 1H), 7,48 (ddd, J = 9,7, 7,4,
1,5 Hz, 1H), 7,26 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,22 (t, J = 7,60, 1H), 5,66 (dd, J = 9,4, 2,2 Hz,
1H), 4,27 (sl, 1H), 2,97 — 2,90 (m, 1H), 2,29 (dt, J = 13,7, 2,5 Hz, 1H), 1,98 — 1,86 (m,
2H), 1,43 — 1,27 (m, 11H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &:
163,10, 158,58, 152,62, 131,63, 123,91, 122,77, 116,46, 115,60, 105,01, 94,09, 33,88,
31,93, 31,81, 30,13, 29,64, 29,37, 27,22, 22,74, 14,18. CG-EM m/z (rel. int. %): 317
(M*); 299; 282; 244; 228; 217, 207; 189; 175; 162; 147; 123; 121 (100); 93; 92; 69; 55;
45. IV (uomax, filme): 3367, 2958, 2924, 2854, 2364, 2345, 1772, 1781, 1620, 1571,
1406, 1311, 1109, 758 cm™. [a]o = + 6,53 (c = 7,49, MeOH). Literatura: [a]f,5 =+2,47
(c = 1,13, CHCI3). HPLC: coluna AD-H, hexano/2-propanol = 90/10, vazdo = 1,0 mL
min-1, enantibmero minoritario: tr = 9,3 min; enantibmero majoritario: tr = 10,1 min. ee:
79%.

(4R)-2-Hidroxi-4-nonil-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4b): o produto foi
obtido como um sélido amarelado. Cis/trans: 3,5:1. Rendimento: 55% (57 mg, 0,17
mmol); RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7,76 (dd, J = 7,9, 1,2 Hz, 1H), 7,45 (ddd, J = 9,7,
7,4,1,4 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 12,3, 3,8 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 7,4 Hz, 1H), 5,67 (dd, J =
9,3, 2,0 Hz, 1H), 4,53 (sl, 1H), 2,96 — 2,91 (m, 1H), 2,29 (dt, J = 13,6, 2,3 Hz, 1H), 1,97
- 1,88 (m, 2H), 1,40 — 1,25 (m, 15H), 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz,
CDCls) 6: 162,71, 158,19, 152,79, 131,66, 123,91, 122,77, 116,59, 115,62, 105,22,
93,94, 33,90, 32,02, 31,96, 30,27, 30,13, 29,72, 29,45, 27,25, 22,81, 14,25. CG-EM
m/z (rel. int. %): 344 (M*); 326; 298; 281; 260; 245; 231; 217; 199; 175; 162; 147; 133;
105; 91; 69; 55; 45. IV (umax, filme): 3417, 2956, 2918, 2850, 2357, 2335, 1666, 1616,
1570, 1496, 1467, 1454, 1400, 1273, 1163, 1107, 962, 761, 462 cm™. [a]3° = -2,87 (c
= 5,82, MeOH). HRMS (ESI): m/z calculado para C21H2004 [M + 1]* 345,2060,
encontrado 345,2048. HPLC: coluna AD-H, hexano/2-propanol = 90/10, vazdo = 1,0
mL min-t, enantibmero minoritario: tr = 7,7 min; enantibmero majoritario: tr = 8,8 min.
ee: 71%.

(4R)-2-Hidroxi-4-pentil-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4c): o produto foi
obtido como um sdélido amarelado. Cis/trans: 3:1. Rendimento: 75% (65 mg, 0,22
mmol). RMN *H (400 MHz, CDCls) 6: 7,76 (dd, J =7,8, 1,1 Hz, 1H), 7,47 (ddd, J = 9,7,

7,5, 1,6 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 12,1, 3,8 Hz, 1H), 7,20 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 5,67 (dd, J =
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9,3, 2,0 Hz, 1H), 4,47 (sl, 1H), 2,94 — 2,91 (m, 1H), 2,29 (dt, J = 13,7, 2,7, Hz 1H), 1,97
- 1,88 (m, 2H), 1,43 — 1,19 (m, 7H), 0,88 (t, J = 6,7 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz,
CDCls) 6: 162,77, 158,25, 152,77, 131,66, 123,91, 122,77, 116,58, 115,62, 105,19,
93,96, 33,84, 31,93, 31,86, 30,12, 26,89, 22,76, 14,19. CG-EM m/z (rel. int. %): 288
(M*); 271; 259; 245; 227; 217; 201; 189; 175; 162; 147; 131; 121 (100); 115; 92; 91;
65; 51. IV (umax, filme): 3377, 2960, 2854, 2366, 2345, 1762, 1620, 1571, 1492, 1107,
758, 464 cmt. HRMS (ESI): m/z calculado para C7H2104 [M + 1]* 289,14322,
encontrado 289,14344. [a]3® = -3,59 (¢ = 5,80, MeOH). HPLC: coluna AD-H,
hexano/2-propanol = 90/10, vazéo = 1,0 mL min-, enantibmero minoritario: tr = 10,1

min; enantibmero majoritario: tr = 11,4 min. ee: 70%.

(4R)-(E)-(4-Hex-3-en-1-il)-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4d): o
produto foi obtido como um 6leo amarelado. Cis/trans: 2,4:1. Rendimento: 41% (37
mg, 0,12 mmol). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,78 (dd, J=7,9, 1,3 Hz, 1H), 7,49 (ddd,
J=8,7,7,3,1,6Hz, 1H), 7,28 (dd, J = 8,4, 1,1 Hz, 1H), 7,23 (dd, J = 7,6, 1,3 Hz, 1H),
5,65 (dd, J = 9,3, 2,4 Hz, 1H), 5,45 — 5,33 (m, 2H), 4,03 (sl, 1H), 3,00 — 2,94 (m, 1H),
2,30 (dt, J = 13,8, 2,6 Hz, 1H), 2,26 — 2,18 (m, 2H), 2,12 — 1,98 (m, 4H), 1,97 — 1,86
(m, 1H), 1,46 — 1,30 (m, 1H), 0,97 (t, J = 7,5 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &:
162,51, 158,16, 152,67, 132,54, 131,57, 127,94, 123,79, 122,64, 116,47, 115,45,
104,87, 93,77, 33,54, 31,75, 29,63, 24,66, 20,64, 14,32. CG-EM m/z (rel. int. %): 300
(M*); 281; 267; 256; 230; 217; 207; 189; 175; 162; 147; 123; 121 (100); 92; 65; 55; 45.
IV (umax, filme): 3367, 3005, 2964, 2931. 2872, 2364, 2345, 1716, 1622, 1571, 1492,
1406, 1165, 758, 462 cm™. [a]3° = -2,80 (¢ = 3,36, MeOH). HRMS (ESI): m/z calculado
para CisH2104 [M + 1]* 301,14301, encontrado 301.14344. HPLC: coluna AD-H,
hexano/2-propanol = 95/5, vazdo = 1,0 mL min, enantibmero minoritario: tr = 25,8

min; enantibmero majoritario: tr = 27,3 min. ee: 66%.

(4R)-4-Etil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4e):%* o produto foi
obtido como um sélido amarelado. Cis/trans: 3,8:1. Rendimento: 99% (73 mg, 0,29
mmol); RMN *H (400 MHz, CDCls) 6: 7,76 (dd, J =7,9, 1,5 Hz, 1H), 7,46 (ddd, J = 8,8,
7,3, 1,6 Hz, 1H), 7,25 — 7,18 (m, 2H), 5,65 (dd, J = 9,3, 2,3 Hz, 1H), 4,69 (sl, 1H), 2,87
-2,81 (m, 2 Hz, 1H), 2,29 (dt, J = 13,8, 2,7 Hz, 1H), 2,15 - 1,95 (m, 1H), 1,96 — 1,84
(m, 1H), 1,41 — 1,30 (m, 1H), 1,02 (t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &:
162,83, 158,35, 152,78, 131,71, 123,93, 122,80, 116,58, 115,60, 105,00, 93,94, 31,59,
31,38, 26,63, 11,68. CG-EM m/z (rel. int. %): 246 (M*); 229; 217; 204; 189; 176 (100);
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162; 157; 147; 131; 121; 107; 103; 92; 77; 65; 55; 50. IV (umax, filme): 3358, 3066,
2962, 2872, 2370, 2345, 1670, 1622, 1570, 1492, 1165, 1103, 900, 761, 468 cm™.
[a]%® = -10,10 (c = 5,46, MeOH). Literatura: [a]o = -5,49 (c = 0,24, CHCls). HPLC:
coluna AD-H, hexano/2-propanol = 90/10, vazdo = 1,0 mL min?, enantibmero

minoritario: tr = 11,0 min; enantibmero majoritéario: tr = 12,7 min. ee: 73%.

5.4 - Sintese das piranocumarinas 4f-i via micro-ondas

Em um tubo de micro-ondas foram adicionados o catalisador 5a (20
mol%, 33,4 mg), uma mistura etanol: NaClsay (2:1, 0,45 mL), os aldeidos (0,39 mmol,
1,3 equiv.) e as 4-hidroxicumarinas substituidas (0,30 mmol, 1,0 equiv.) (vide Tabela
3.6). Com auxilio de um sistema de resfriamento acoplado ao reator de micro-ondas,
a temperatura foi mantida a -10°C durante 30 minutos. Apds o periodo reacional, a
extracdo, purificagdo, e determinagdo dos excessos enantioméricos dos compostos
foram realizadas pelo mesmo procedimento dos compostos sintetizados de modo
convencional. Nao foi possivel a separacdo dos diastereoisbmeros por coluna
cromatografica. Sendo assim, todos os compostos foram isolados em mistura de
diastereosbmeros. A partir dessa metodologia, os compostos 4a, 4d e 4e, foram
obtidos com rendimentos de 80, 52 e 95% e excessos enantioméricos de 72, 75 e
61%, respectivamente. Os espectros de RMN H e RMN 3C corroboraram com os

obtidos via metodologia convencional.

(4R)-9-Cloro-4-etil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4f): o

produto foi obtido como um sélido branco. Cis/trans: 3.4:1. Rendimento: 69% (58 mg,
0,21 mmol); RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7,71 (dd, J = 5,6, 2,4 Hz, 1H), 7,41 (dd, J =
8,8, 2,5 Hz, 1H), 7,19 (dd, J = 8,8, 3,9 Hz, 1H), 5,65 (dd, J = 9,2, 2,3 Hz, 1H), 4,48 (sl,
1H), 2,87 — 2,82 (m, 1H), 2,29 (dt, J = 13,9, 2,6 Hz, 1H), 2,11 — 1,97 (m, 1H), 1,95 —
1,87 (m, 1H), 1,41 —-1,30 (m, 1H), 1,03 (t, J = 7,5 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls)
d: 162,35, 157,40, 151,08, 131,66, 129,50, 122,44, 118,00, 116,76, 105,84, 94,21,
31,58, 31,28, 26,56, 11,66. IV (umax, filme): 3412, 3070, 2964, 2931, 2872, 1687, 1622,
1571, 1487, 1300, 1263, 1182, 1109, 1043, 948, 823, 773, 736, 561 cm™. CG-MS m/z
(rel. int. %): 280 (M*); 262; 251; 237; 223 (100); 221; 196; 181; 157; 155; 141, 123;
115; 99; 82; 69; 63; 51 cm™. [a]%® =-3,73 (c = 5,36, MeOH) HRMS (ESI): m/z calculado
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para C14H13ClO4 [M + Na]* 303,0400, encontrado 303,0408. HPLC: coluna AD-H,
hexano/2-propanol = 90/10, vazédo = 1,0 mL min', enantidmero minoritario: tr = 9,5

min; enantibmero majoritario: tr = 11,4 min. ee: 71%.

(4R)-9-Bromo-4-etil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona  (4g): o
produto foi obtido com um sdlido branco. Cis/trans: 3.5:1. Rendimento: 73% (71 mg,
0,22 mmol); RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7,88 (dd, J = 5,5, 2,2 Hz, 1H), 7,56 (dd, J =
8,8, 2,2 Hz, 1H), 7,15 (dd, J = 8,8, 3,5 Hz, 1H), 5,65 (dd, J = 9,0, 1,6 Hz, 1H), 4,12 (s,
1H), 2,88 — 2,83 (m, 1H), 2,29 (dt, J = 13,9, 2,5 Hz, 1H), 2,13 — 1,96 (m, 1H), 1,95 —
1,85 (m, 1H), 1,42 — 1,30 (m, 1H), 1,03 (t, J = 7,5 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCl3)
o: 162,25, 157,26, 151,55, 134,49, 125,48, 118,31, 117,17, 116,80, 105,86, 94,19,
31,57, 31,30, 26,57, 11,66. IV (umax, filme): 3417, 2956, 2929, 2351, 2330, 1687, 1620,
1566, 1483, 1105, 1045, 821, 775, 543 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %): 326 (M*); 307;
295; 281; 267; 255; 240; 209; 201; 188; 172; 143; 123 (100); 97; 82; 69; 63; 45. [a]%’
= +2.93 (c = 7,22, MeOH). HRMS (ESI): m/z calculado para Ci1sH14BrOs4 [M + 1]*
325,0069 e 327,0051, encontrados 325,0056 e 327,0043. HPLC: coluna AD-H,
hexano/2-propanol = 90/10, vazéo = 1,0 mL min-, enantibmero minoritario: tr = 10,2

min; enantibmero majoritario: tr = 12,6 min. ee: 71%.

(4R)-8-Etoxi-4-etil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona (4h): o]
produto foi obtido como um sélido amarelado. Cis/trans: 3.8:1. Rendimento: 78% (68
mg, 0,23 mmol); RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7,64 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 6,77 (dd, J =
8,8, 2,4 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 5,61 (dd, J = 9,3, 2,3 Hz, 1H), 4,38 (sl, 1H),
4,04 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 2,84 — 2,79 (m, 1H), 2,27 (dt, J = 13,7, 2,5 Hz, 1H), 2,10 —
1,96 (m, 1H), 1,91 - 1,94 (m, 1H), 1,43 (t, J = 7,0 Hz, 3H), 1,37 — 1,25 (m, 1H), 1,01
(t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 163,33, 162,10, 158,89, 154,49,
123,82, 123,78, 112,61, 108,69, 100,80, 93,88, 64,18, 31,50, 26,67, 14,69, 11,68. IV
(umax, filme): 3385, 2966, 2873, 2370, 2345, 1616, 1510, 1411, 1168, 1035, 945, 823,
769 cm. CG-MS m/z (rel. int. %): 290 (M*); 281; 261; 233; 218; 207 (100); 191; 165;
147; 137; 123; 108; 96; 81; 73; 55; 45. HRMS (ESI): m/z calculado para C1s6H190s5 [M
+ 1]* 291,12234, encontrado 291,12270. [a]3® = -9,74 (c = 6,08, MeOH). HPLC:
coluna AD-H, hexano/2-propanol = 90/10, vazdo = 1,0 mL min?, enantibmero

minoritario: tr = 11,4 min; enantibmero majoritario: tr = 15,1 min. ee: 67%.
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(4R)-8-Metoxi-4-etil-2-hidroxi-3,4-dihidropirano[3,2-c]-cromen-5(2H)-ona  (4i): o]
produto foi obtido como um sdlido amarelado. Cis/trans: 3,1:1. Rendimento: 83% (70
mg, 0,25 mmol); RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 7,20 — 7,17 (m, 2H), 7,05 (dd, J = 9,1,
3,0 Hz, 1H), 5,64 (dd, J = 9,3, 2,2 Hz, 1H), 4,29 (sl, 1H), 3,82 (s, 3H), 2,87 — 2,82 (m,
1H), 2,29 (dt, J = 13,8, 2,6 Hz, 1H), 2,15 — 1,99 (m, 1H), 1,93 — 1,86 (m, 1H), 1,40 —
1,28 (m, 1H), 1,02 (t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 162,97, 158,12,
155,94, 147,25, 119,84, 119,66, 117,70, 115,92, 104,72, 94,00, 56,01, 31,66, 31,43,
26,63, 11,69. IV (umax, filme): 3412, 3070, 2962, 2935, 2870, 2339, 2320, 1662, 1579,
1494, 1240, 1199, 1045, 962, 920, 775, 765 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %): 276 (M*);
265; 248; 247; 233; 219 (100); 207; 192; 177; 161; 151, 135; 123; 107; 95; 79; 73; 55;
51. [a]3® = -9,19 (c = 6,79, MeOH). HRMS (ESI): m/z calculado para CisH17Os [M +
H]* 277,1070, encontrado 277,1077. HPLC: coluna AD-H, hexano/2-propanol = 90/10,
vazdo = 1,0 mL min-t, enantibmero minoritario: tr = 15,4 min; enantidmero majoritario:
tR =17,8 min. ee: 87%.

5.5 - Sintese das piperidinocumarinas 6a-d

Em um tubo de micro-ondas de 10 mL, foram adicionados os compostos
1,3-dicarbonilicos 4 (0,25 mmol, 1,0 equiv.), o organocatalisador 5e (10 mol%), os
aldeidos a,B-insaturados (0,33 mmol, 1,3 equiv.) e o diclorometano (0,5 mL) (vide
tabela 3.9). A mistura reacional foi agitada por 48 horas, a 10 °C. Em seguida TFE
(0,5 mL), as aminas (0,33 mmol, 1,3 equiv.) e as isonitrilas (0,33 mmol, 1,3 equiv.)
foram adicionados a mistura reacional, e o sistema introduzido em um reator de micro-
ondas. Trietilamina (0,33 mmol, 1,3 equiv.) foi adicionada no caso das reacdes com
aminas derivadas de peptideos protegidos. A reacao se processou de 10 a 30 minutos
a 70 °C. A mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 15 mL) e a purificacdo
foi feita através de coluna cromatografica utilizando silica flash e uma mistura hexano:

acetato de etila (9:1) como eluente.

(4R)-1-benzil-N-ciclohexil-4-hepitil-5-ox0-2,3,4,5-tetraidro-1H-chromeno[4,3-]piridina-
2-carboxamida (6a): O produto foi obtido com um sélido amarelo. Rendimento (mistura
de diastereoisébmeros cis/trans= 95:5): 59% (76 mg, 0,15 mmol). HRMS (ESI): m/z
calculado para Cas3H43O3N2 [M+H]" 515,32776, encontrado 515,32682. cis:
Rendimento: 45% (35 mg), RMN *H (600 MHz, CDCls) &: 7,80 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 7,51
(t, J = 7,1 Hz, 1H), 7,40-7,33 (m, 4H), 7,32 — 7,26 (m, 3H), 6,58 (d, J = 8,7 Hz, 1H),
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4,68 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 4,33 (d, J = 15,8 Hz, 1H), 3,73 — 3,68 (m, 2H), 2,76 — 2,73
(m, 1H), 2,61 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 1,88 — 1,86 (m, 1H), 1,77 — 1,72 (m, 1H), 1,68 —
1,66 (m, 1H), 1,61 — 0,89 (m, 20H), 0,86 (t, J = 6,2 Hz, 3H). RMN 3C (150 MHz, CDCl3)
3: 169,74, 161,26, 152,83, 150,70, 136,08, 130,88, 129,16, 128,35, 127,48, 124,09,
122,89, 117,94, 116,83, 116,24, 59,63, 58,04, 47,67, 32,68, 32,59, 32,22, 31,94,
30,72, 29,43, 29,28, 27,07, 25,37, 24,38, 24,10, 22,71, 20,34, 14,12. [a]3® = 126,9 (C
= 5,77, CH3COCHs3). HPLC: coluna OD-H, hexano/2-propanol = 98/2, vazéo = 0,6 mL
min-t, enantibmero majoritario: tr = 42,9 min; enantibmero minoritario: tr = 61,7 min.
rd: 67:33, ee: 83%.

trans: Rendimento: 17% (13 mg) RMN 'H (600 MHz, CDCls) &: 7,53 (ddd, J=9,6, 7,2,
0,6 Hz, 1H), 7,41 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,37 — 7,32 (m, J = 2H), 7,31 — 7,30 (m, 3H), 7,05
(dd, J = 6,4, 2,8 Hz, 2H), 6,44 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 4,92 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 4,28 (d, J
= 14,7 Hz, 1H), 3,85 - 3,79 (m, 1H), 3,73 (dd, J = 10,4, 5,1 Hz, 1H), 2,86 — 2,82 (m,
1H), 2,17 -2,12 (m, 1H), 1,98 (dd, J = 12,2, 3,5 Hz, 1H), 1,89 — 1,84 (m, 1H), 1,80 (dd,
J=11,9, 2,9 Hz, 1H), 1,71 — 1,68 (m, 1H), 1,60 — 1,01 (m, 27H), 0,88 (t, J = 7,2 Hz,
3H). RMN *3C (150 MHz, CDCIs) &: 170,59, 161,38, 153,38, 151,72, 134,57, 130,83,
129,13, 128,82, 128,63, 128,57, 127,97, 126,96, 123,71, 123,59, 118,11, 116,58,
116,46, 57,53, 57,37, 47,72, 33,15, 32,85, 32,39, 31,90, 30,07, 29,85, 29,55, 29,12,
26,84, 25,46, 24,60, 24,43, 22,65, 14,11. [a]3° = - 64.1 (c = 3,92, CH3COCHs3). HPLC:
coluna OD-H, hexano/2-propanol = 98/2, vazdo = 0,6 mL min?, enantibmero

majoritario: tr = 40,0 min; enantibmero minoritario: tr = 68,9 min. ee: 81%

(4R)-N-benzil-1-butil-4-etil-5-ox0-2,3,4,5-tetraidro-1H-chromeno[4,3-b]piridina-2-

carboxamida (6b): O produto foi obtido como um sdlido amarelo. Rendimento 59% (62
mg, 0,15 mmol), RMN *H (400 MHz, CDCls) &: 7,54 (dd, J = 8,0, 1,0 Hz, 1H), 7,49 (dd,
J=8,2,1,3Hz, 1H), 7,45 (dd, J = 8,3, 1,3 Hz, 1H), 7,35 (dd, J = 8,2, 0,9 Hz, 1H), 7,32
(dd, J=8,2,0,9 Hz, 1H), 7,25 - 7,18 (m, 5H), 7,14 (dd, J = 7,5, 1,6 Hz, 1H), 7,08 (dd,
J=6,5, 2,9 Hz, 2H), 6,93 (t, J = 5,6 Hz, 1H), 6,81 (t, J = 5,9 Hz, 1H), 4,50 (dd, J =
15,0/6,5 Hz, 1H), 4,41 (dd, J = 15,2, 5,7 Hz, 1H), 4,22 (dd, J = 15,0, 5,3 Hz, 1H), 3,93—
3,89 (m, 1H), 3,87 (dd, J = 6,0, 2,0 Hz, 1H), 3,53 — 3,46 (m, 1H), 3,37 — 3,20 (m, 1H),
3,00 - 2,89 (m, 1H), 2,85 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 2,73-2,68 (m, 1H), 2,38 — 2,32 (m, 1H),
2,09 — 1,99 (m, 1H), 1,89 — 1,70 (m, 5H), 1,38 — 1,18 (m, 9H), 1,04 (t, J = 7,1 Hz, 4H),

0,94 (t, J = 7,4 Hz, 4H), 0,91-0,79 (m, 4H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 171,33,
132



167,79, 161,37, 151,13, 130,70, 128,63, 127,47, 127,13, 123,73, 123,21, 118,67,
117,80, 116,94, 105,98, 58,61, 56,47, 43,53, 32,39, 31,15, 29,71, 25,65, 19,95, 19,77,
13,79, 11,73. [a]3° = 21,40 (c = 2,23, CH3COCHs). HRMS (ESI): m/z calculado para
C26H31N203 [M+H]* 419,23292, encontrado 419,23285. HPLC: coluna OD-H,
hexano/2-propanol = 95/5, vazéo = 1,0 mL min, diastereoisémero cis: enantiomero

majoritario: tr = 20,0 min ; enantibmero minoritario: tr = 24,0 min. rd: 73:27; ee: 89%.

((2S)-Metill-((2R,4R)-2-(terc-butilcarbamoil)-9-cloro-4-etil-5-oxo-3,4-diidro-2H-

chromeno[4,3-b]piridin-1(5H)-il)-3-fenilpropanoil)-L-valinato (6¢): O produto foi obtido
como um soélido amarelado. Rendimento 58% (90 mg, 0,14 mmol), RMN *H (400 MHz,
CDCls) &: 7,48 (dd, J =8,9, 2,1 Hz, 1H), 7,41 — 7,37 (m, 3H), 7,33 (dd, J = 7,9, 4,8 Hz,
4H), 6,16 (s, 1H), 5,42 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 4,49 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 4,41 (t, J = 7,4 Hz,
1H), 4,34 (dd, J = 8,5, 5,0 Hz, 1H), 3,62 (s, 3H), 3,40 (dd, J = 14,3, 8,0 Hz, 1H), 3,25
(dd, J = 14,4, 6,8 Hz, 1H), 2,75 (d, J = 14,7 Hz, 1H), 2,61-2,50 (m, 1H), 2,00 — 1,90
(m, 1H), 1,83 - 1,64 (m, 3H), 1,20 (s, 9H), 1,01 (d, J = 5,8 Hz, 3H), 0,71 (d, J = 6,8 Hz,
3H), 0,66 (d, J = 6,9 Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, CDCls) &: 171,75, 169,63, 167,77,
166,17, 151,03, 135,71, 131,11, 129,84, 129,52, 129,32, 127,52, 122,44, 119,68,
66,76, 57,44, 52,29, 51,00, 35,97, 32,32, 30,45, 28,20, 25,92, 19,94, 18,41, 17,73,
11,63. [a]?® = 17,91 (¢ = 1,15, CH3COCHs). HRMS (ESI): m/z calculado para
C34H43N306Cl [M+H]* 624,28349, encontrado 624,28479. HPLC: coluna OD-H,
hexano/2-propanol = 90/10, vazado = 1,0 mL min, diastereoisébmero cis: enantibmero

majoritario: tR = 9,0 min; enantidmero minoritario: tR = 17,5 min. rd: 98:2. ee: 96%.

(2S)-Metil-((2R,4R)-9-cloro-4-etil-2-((2-metoxi-2-oxoetil)carbamoil)-5-o0xo0-3,4-diidro-

2H-cromenol4,3-b]piridin-1(5H)-il)propanoato (6d): O produto foi obtido como um
s6lido amarelado. Rendimento 61% (71 mg, 0,15 mmol), RMN *H (400 MHz, CDClz)
§:7,53 (d, J=2,3 Hz, 1H), 7,48 (dd, J = 8,8, 2,3 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,06
— 7,03 (m, 1H), 4,69 (q, J = 7,1 Hz, 1H), 4,19 (dd, J = 18,5, 6,1 Hz, 1H), 4,02 (dd, J =
6,3, 1,6 Hz, 1H), 3,78 (d, J = 3,8 Hz, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,64 (s, 3H), 2,78 (d, J = 14,1
Hz, 1H), 2,76 — 2,69 (m, 1H), 1,71 (d, J = 7,1 Hz, 3H), 1,65 — 1,55 (m, 1H), 1,47 — 1,29
(m, 2H), 1,01 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,83 (m, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 170,99,
170,34, 169,66, 160,79, 151,03, 148,30, 130,66, 129,32, 122,67, 119,46, 117,27,
115,57, 59,70, 53,73, 52,41, 52,26, 41,35, 32,02, 26,10, 20,14, 15,25. [oc]%,5 =-11,80

(c= 3,13, CH3COCHs3). HRMS (ESI): m/z calculado para C22H26N207Cl [M+H]*
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465,14231, encontrado 465,14191. HPLC: coluna OD-H, hexano/2-propanol = 90/10,
vazdo = 1,0 mL min, diastereoisémero cis: enantibmero majoritario: tR = 23,3 min;

enantidmero minoritario: tR = 34,7 min. rd: 95:5, ee: 88%

5.6 — Sintese das 2-formil aziridinas (11a-e)

Em um vial equipado com agitacdo magnética, adicionou-se o0
organocatalisador 13 (20 mol%, 26,0 mg) em AcOEt (2,0 mL) seguido do aldeido a,[3-
insaturado (0,48 mmol, 1,2 equiv.), NaOAc (1,2 mmol, 3,0 equiv, 98 mg) e TSONHBoC
(0,4 mmol, 1,0 equiv, 114 mg) (vide tabela 3.13 e 3.14). A mistura reacional foi agitada
a temperatura ambiente ou a -20°C, a depender do substrato, por 40 minutos. A
reacao foi entdo extraida com acetato de etila (3 x 15 mL), as fases organicas foram
secas com sulfato de sédio anidro e o solvente evaporado sob baixa pressdo. A
purificacdo foi feita através de coluna cromatografica utilizando silica flash e uma
mistura de hexano: acetato de etila. Os produtos foram obtidos como 6leos incolores.

Para a determinacdo dos excessos enantioméricos, os produtos 1l1la-b
foram derivatizados aos correspondentes ésteres e 0s compostos 11c-e aos seus
alcoois analogos. Em todos os casos, 0s brutos reacionais foram submetidos a reagao
de reducdo com NaBH4 (0,8 mmol, 2 equiv., 30 mg) em MeOH (2,0 mL) por 40
minutos. A mistura reacional foi extraida com acetato de etila (2 x 20 mL) e os produtos
purificados por coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 20%-30%. Em
seguida, os alcoois 11aa e 11bb (0,25 mmol) foram submetidos a reacao com cloreto
de benzoila (1,3 equiv.), DMAP (0,5 equiv.) e EtsN (4,75 equiv.) em diclorometano (18
mL) por 2h, a temperatura ambiente. A reagéo foi extraida com diclorometano e lavada
com solucdo saturada de NH4Cl (2 x 15 mL). Os produtos 1lab e 11lbcq foram
purificados atraves de coluna cromatografica utilizando hexano: AcOEt (5%).

(2S,3R)-2-Formil-3-etilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11a): Purificacao através
de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 97:3. Rendimento: 66% (52,6
mg, 0,26 mmol). RMN H (400 MHz, CDCls) &: 9,09 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 2,92 (dd, J =
5,2, 2,7 Hz, 1H), 2,79 (td, J = 6,0, 2,6 Hz, 1H), 1,73 — 1,64 (m, 1H), 1,59 — 1,50 (m,
1H), 1,46 (s, 9H), 1,05 (t, J = 7,5 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 195,86,
158,91, 82,56, 46,89, 44,94, 28,00, 24,32, 10,89.
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(2S,3R)-2-((benzoiloxi)metil)-3-etilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11ab): RMN
'H (400 MHz, CDCIls) &: 8,06 — 8,04 (m, 1H), 8,04 — 8,03 (m, 1H), 7,56 (tt, J=7,4, 1,3
Hz, 1H), 7,44 (tt, J = 7,8, 1,3 Hz, 2H), 4,43 (d, J = 4,9 Hz, 2H), 2,62 (td, J = 4,9, 3,3
Hz, 1H), 2,51 — 2,47 (m, 1H), 1,78 — 1,68 (m, 1H), 1,42 (s, 9H), 1,37 (dd, J = 14,1, 7,2
Hz, 1H), 1,07 (t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDClI3) &: 166,29, 160,44, 133,32,
129,90, 128,55, 81,43, 63,76, 42,88, 40,66, 28,12, 27,99, 24,21, 11,28. O excesso
enantiomérico foi determinado por HPLC utilizando coluna quiral OD-H (n-
hexano/iPrOH 99:1, A = 230 nm): 1,0 mL/min. tr (majoritario) = 7,6 min tr (Minoritario)
= 8,6 min. ee = 98%

(2S,3R)-2-Formil-3-pentilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11b): Purificagéo
através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 97:3. Rendimento:
67% (64,6 mg, 0,27 mmol). RMN *H (400 MHz, CDCI3) &: 9,06 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 2,88
(dd, J =5,2, 2,7 Hz, 1H), 2,80 — 2,76 (m, 1H), 1,63 — 1,45 (m, 4H), 1,44 (s, 9H), 1,36
— 1,24 (m, 4H), 0,87 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 13C (101 MHz, CDCls) &: 195,71, 158,76,
82,40, 47,08, 43,64, 31,22, 30,87, 27,86, 26,41, 22,46, 13,93.

(2S,3R)- 2-((benzoiloxi)metil)-3-pentilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11bc):
RMN *H (400 MHz, CDCIs) &: 8,05 (dd, J = 8,4, 1,3 Hz, 2H), 7,56 (it, J = 7,4, 1,4 Hz,
1H), 7,48 — 7,40 (it, J 8,0, 1,5 Hz, 2H), 4,45 (dd, J = 11,7, 4,9 Hz, 1H), 4,40 (dd, J =
11,6, 4,3 Hz, 1H), 2,61 (td, J = 5,0, 3,3 Hz, 1H), 2,50 (ddd, J = 7,0, 5,7, 3,2 Hz, 1H),
1,77-1,70 (m, 1H), 1,57 — 1,43 (m, 2H), 1,42 (s, 9H), 1,37 — 1,23 (m, 5H), 0,87 (t, J =
7,1 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 166,31, 160,45, 133,33, 129,90, 128,55,
81,45, 63,87, 41,77, 40,93, 31,56, 30,87, 28,13, 26,82, 22,70, 14,10. O excesso
enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna Trefoil CEL2 (90% MeOH,
gradiente, 1,2 ml/min, 2000 psi, 35 °C), tr (majoritario) = 5,3 min. ee= 99%.

(2S,3S)- 2-((benziloxi)metil)-3-formilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11c):
Purificacdo através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 8:2.
Rendimento: 74% (87,4 mg, 0,30 mmol). RMN *H (400 MHz, CDClz) : 9,16 (d, J=5,0
Hz, 1H), 7,36 — 7,26 (m, 5H), 4,55 (d, J = 3,7 Hz, 2H), 3,74 (dd, J = 11,2, 4,1 Hz, 1H),
3,70 (dd, J=11,3, 3,9 Hz, 1H) 3,21 (dd, J = 4,9, 2,6 Hz, 1H), 3,02 (dd, J = 6,5, 3,7 Hz,
1H), 1,44 (s, 9H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 195,96, 158,29, 137,46, 128,57,
128,00, 127,78, 82,62, 73,14, 66,71, 43,85, 41,82, 27,94.

(2S,3S)-  2-((benziloxi)metil)-3-(hidréximetil)aziridina-1-carboxilato de terc-butila

(11cc): Purificacéo atraves de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 8:2.
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RMN H (400 MHz, CDClz) &: 7,30 — 7,17 (m, 5H), 4,49 (s, 2H), 3,91 (dd, J = 12,5, 2,9
Hz, 1H), 3,57 (ddd, J = 22,7, 11,0, 4,4 Hz, 2H), 3,45 (dd, J = 12,5, 6,3 Hz, 1H), 2,63
(dt, J = 6,2, 3,1 Hz, 1H), 2,56 (dd, J = 7,7, 4,3 Hz, 1H), 1,38 (s, 9H). RMN 3C (100
MHz, CDCls) &: 160,97, 137,88, 128,49, 127,83, 127,72, 81,86, 72,95, 68,24, 61,87,
41,46, 39,24, 28,03. O excesso enantiomérico foi determinado por UPC? coluna Trefoll
AMY1 (40% MeCN, gradiente, 2,0 ml/min, 2000 psi, 35 °C). tr (majoritario) = 3,3 min,

tr (minoritario) = 3,5 min, ee = 93%.

(2S,3R)- 2-formil-3-fenetilaziridina-1-carboxilato de terc-butila (11d): Purificacado
através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 97:3. Rendimento:
55% (151 mg, 0,22 mmol). RMN 'H (400 MHz, Acetona) &: 9,12 (d, J = 4,8 Hz, 1H),
7,29—- 7,25 (m, 4H), 7,22 - 7,18 (m, 1H), 2,96 — 2,93 (m, 1H), 2,87 — 2,79 (m, 2H), 2,79
(s, 1H), 2,05 (dt, J = 4,4, 2,2 Hz, 1H), 1,96 — 1,81 (m, 2H), 1,45 (s, 9H). RMN *3C (100
MHz, CDCls) &: 195,50, 158,82, 140,51, 128,73, 128,58, 126,46, 82,69, 47,12, 43,28,
33,11, 32,95, 28,02.

(2S,3R)-  2-(hidroximetil)-3-fenetilaziridina-1-carboxylato de terc-butila (11dd):
Purificacdo através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 9:1. RMN
'H (400 MHz, CDCl) &: 7,31 — 7,27 (m, 2H), 7,22 — 7,19 (m, 3H), 3,90 (dd, J = 12,5,
2,6 Hz, 1H), 3,38 (dd, J = 12,5, 6,8 Hz, 1H), 2,87 (ddd, J = 14,0, 8,6, 5,6, 1H), 2,77 —
2,70 (m, 1H), 2,37 (dtd, J = 3,2, 6,1, 9,3, 2H), 1,90 (ddt, J = 11,0, 8,5, 6,1, 1H), 1,76 —
1,67 (m, 1H), 1,49 (s, 9H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) &: 161,61, 141,18, 128,59,
128,56, 126,24, 81,89, 62,65, 44,65, 40,46, 33,31, 33,08, 28,11. O excesso
enantiomérico foi determinado por UPC? coluna Trefoil CEL1 (40% MeCN, gradiente,
1,0 ml/min, 2000 psi, 35 °C). tr (majoritario) = 4,2 min ee= 99%.

(2S,3R)- 2-formil-3-(2-nitrofenil)aziridina-1-carboxilato de terc-butila (11e). Purificagao
através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 9:1. Rendimento: 72%
(84,2 mg, 0,29 mmol). RMN H (400 MHz, CDClz) &: 9,54 (d, J = 3,4 Hz, 1H), 8,18 (dd,
J=8,2,1,0Hz 1H), 7,73 (dd, I =7,8, 1,5 Hz, 1H), 7,68 (td, J = 7,6, 1,0 Hz, 1H), 7,53
(ddd, J=8.,6, 7,1, 1,6, 1H), 4,37 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 3,18 (dd, J = 3,4, 2,6 Hz, 1H), 1,51
(s, 9H). RMN *3C (100 MHz, CDClIs) &: 193,33, 158,35, 134,47, 131,48, 129,61, 129,37,
125,18, 83,43, 48,78, 44,44, 28,03.

(2S,3R)- 2-(hidroximetil)-3-(2-nitrofenil)aziridina-1-carboxilato de terc-butila (11ee):
Purificacdo através de coluna cromatografica com hexano: acetato de etila 8:2. RMN

'H (400 MHz, CDCls) &: 8,10 (dd, J = 8,2, 1,2 Hz, 1H), 7,71 (dd, J = 7,8, 1,5 Hz, 1H),
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7,63 (td, J =7,5, 1,2 Hz, 1H), 7,45 (ddd, J= 8,6, 7,2, 1,6 Hz, 1H), 4,23 (ddd, J = 12,6,
8,8, 2,6, 1H), 3,94 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 3,82 (ddd, J = 12,7, 6,2, 3,4, 1H), 2,84 (dd, J =
8,8,4,2 Hz, 1H), 2,62 (dt, J = 6,2, 3,0 Hz, 1H), 1,49 (s, 9H). RMN 3C (100 MHz, CDCl=)
0: 161,14, 148,00, 134,37, 133,30, 129,39, 128,76, 124,89, 82,64, 62,16, 47,58, 40,69,
28,11. O excesso enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna quiral
Trefoil AMY1 [40% iPrOH, gradiente, 2,0 mL/min, 2000 psi, 35 °C]: tr (majoritario) =
4,9 min ee =99%.

5.7 - Sintese dos dimeros de amino aldeidos (12a-b)

Em um baldo de fundo redondo de duas vias provido de agitacdo magnética,
adicionou-se as 2-formil aziridinas (0,25 mmol, 1,0 equiv) e o TBAF (0,25 mmol, 1M
em THF, 0,25 mL) em Me-THF (1,25 mL). A mistura reacional foi agitada por 1 h em
refluxo. Em seguida, a reacéo foi extraida com acetato de etila (3 X 30 mL) e lavada

com NaHCOssay. Os produtos foram obtidos como 6leos incolores.

(2R,4R,5S,6R)-6-Etil-2-((2S,3R)-3-etilaziridin-2-il)-3-oxa-1-azabiciclo[3,1,0]hexan-4-ol
(12a): Rendimento: 65% (48,6 mg, 0,24 mmol). RMN H (400 MHz, CDCI3) &: 5,24 (s,
1H), 4,92 (s, 1H), 2,42 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 2,15 (dd, J = 3,5, 1,1 Hz, 1H), 1,96 (td, J =
6,1, 3,6 Hz, 1H), 1,56 — 1,40 (m, 5H), 0,98 (dt, J = 8,6, 7,4 Hz, 6H), RMN 13C (100 MHz,
CDCls) 6: 96,46, 94,58, 50,31, 40,66, 38,35, 35,57, 26,54, 24,42, 11,50, 11,32.

(2R,4R,5S,6R)-6-Pentil-2-((2S,3R)-3-pentilaziridin-2-il)-3-oxa-1-
azabiciclo[3,1,0]hexan-4-ol (12b): Rendimento: 42% (44,2 mg, 0,16 mmol). RMN H
(400 MHz, CDClzs) &: 5,24 (s, 1H), 4,92 (s, 1H), 2,41 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 2,13 (dd, J =
3,4, 0,9 Hz, 1H), 1,98 — 1,94 (m, 1H), 1,49 — 1,22 (m, 24H), 0,88 (t, J = 7,0 Hz, 6H),
RMN 13C (100 MHz, CDCls) &: 96,47, 94,51, 50,49, 39,32, 38,70, 34,27, 33,68, 31,69,
31,58, 31,21, 27,27, 26,96, 22,72, 22,69, 14,15, 14,09.

5.8 - Sintese das hidantoinas reduzidas (15a-g)

Em um baldo de fundo redondo de duas vias, provido de agitacao
magnética, adicionou-se as 2-formil aziridinas (1,0 equiv., 0,2M) e TBAF (1,0 equiv.,

1M em THF) em Me-THF (vide tabela 3.15). A mistura reacional foi agitada por 1 h a

137



90 °C. Em seguida, o bruto reacional foi extraido com acetato de etila (3 x 20 mL),
lavado com NaHCOssar € utilizado na etapa seguinte, sem posterior purificacdo. Os
dimeros de aziridina aldeidos 12 (1,0 equiv.) foram dissolvidos em uma mistura de
HFIP:H20 8:2, em um vial equipado com agitagdo magnética. Em seguida, os
isocianatos (1,5 equiv.) foram adicionados e a mistura resultante foi agitada por 1 h, &
temperatura ambiente. A reacao foi extraida com acetato de etila (3 x 20 mL) e a fase
organica lavada com agua (20 mL), seca com sulfato de sédio anidro e o solvente
evaporado sob baixa presséo. A purificacao foi feita através de coluna cromatografica

utilizando silica flash e uma mistura de hexano: acetato de etila 6:4 como eluente.

(4S,5S,6R)-4-Hidroxi-6-pentil-3-fenil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona (15a):
Rendimento: 59% (49 mg, 0,19 mmol). O produto foi obtido como um sélido branco.
Pf: 118 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,54 (t, J = 1,6 Hz, 1H), 7,52 (t, J = 1,7 Hz,
1H), 7,33 (tt, I = 7,4, 1,9 Hz, 2H), 7,19 (tt, J = 1,2, 7,4 Hz, 1H), 5,66 (s, 1H), 4,60 (s,
1H), 2,80 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 2,25 — 2,21 (m, 1H), 1,71 - 1,62 (m, 1H), 1,58 — 1,43 (m,
3H), 1,35-1,30 (m, 4H), 0,90 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDClz) &: 165,31,
136,66, 129,19, 126,16, 122,75, 83,12, 49,88, 46,18, 31,48, 31,21, 26,28, 22,62,
14,09. HRMS (ESI): m/z calculado para CisH20N202 [(M+H)]*: 261,1598, encontrado:
261,1594. O excesso enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna quiral
Trefoil CEL2 [70% iPrOH, gradiente, 0,4 mL/min, 2000 psi, 40 °C]: tr (majoritario) =
6,6 min ee =99%.

(4S,5S,6R)-6-Etil-4-hidroxi-3-fenil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona (15b):
Rendimento: 43% (35 mg, 0,16 mmol). O produto foi obtido com um sdélido branco. Pf:
108 °C. RMN *H (400 MHz, CDCIs) &: 7,55 - 7,53 (m, 1H), 7,52 (dd, J = 2,0, 1,0 Hz,
1H), 7,36 — 7,31 (m, 2H), 7,19 (i, J = 7,4, 1,1 Hz, 1H), 5,66 (s, 1H), 4,71 (s, 1H), 2,82
(d, J =3,6 Hz, 1H), 2,23 (td, J = 6,0, 3,6 Hz, 1H), 1,73 -1,59 (m, 2H), 1,06 (t, J=7,5
Hz, 3H). RMN 13C (101 MHz, CDCIs) &: 165,43, 136,67, 129,26, 126,23, 122,72, 83,15,
50,81, 45,73, 24,46, 10,61. HRMS (ESI): m/z calculado para Ci12H14N202 [(M+H)]*:
219,1128, encontrado: 219,1117.

(4S,5S,6S)-6-((Benziloxi)metill)-4-hidroxi-3-fenil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona

(15c): Rendimento: 40% (32 mg, 0,1 mmol). O produto foi obtido como um oleo

amarelo. RMN 'H (400 MHz, CDClz) &: 7,50 (dd, J = 8,6, 1,1 Hz, 2H), 7,35 — 7,28 (m,

7H), 7,19 (tt, J=7,4, 1,3, Hz, 1H), 5,62 (s, 1H), 4,84 (s, 1H), 4,55 (2 x d, J = 26,5, 2,8

Hz, 2H), 3,68 (dd, J = 11,2, 4,7 Hz, 1H), 3,56 (dd, J = 11,2, 4,6 Hz, 1H), 2,95 (d, J =
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3,5 Hz, 1H), 2,45 (dd, J = 8,2, 4,6 Hz, 1H). RMN *3C (100 MHz, CDClz) &: 165,20,
137,62, 136,45, 129,29, 128,66, 128,12, 128,08, 126,38, 122,84, 83,06, 73,59, 68,42,
47,18, 43,55. HRMS (ESI): m/z calculado para CisHisN203 [(M+H)]*: 311,1390,
encontrado: 311,1389.

(4S,5S,6R)-4-Hidroxi-6-fenetil-3-fenil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona (15d):
Rendimento: 44% (37 mg, 0,12 mmol). O produto foi obtido como um sélido amarelo.
Pf: 153 °C. RMN 'H (400 MHz, CDCI3) &: 7,51 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,33 (dd, J = 11,2,
4,6 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,24 — 7,17 (m, 4H), 5,61 (d, J = 10,4 Hz, 1H),
4,01 (d, J = 10,6 Hz, 1H), 2,91 — 2,76 (m, 2H), 2,76 (d, J = 3,5 Hz, 1H), 2,22 (id, J =
6,3, 3,5, 1H), 2,00 — 1,86 (m, 2H). RMN 3C (100 MHz, CDCIz) &: 165,38, 140,54,
136,64, 129,19, 128,73, 128,62, 126,44, 126,15, 122,61, 83,06, 48,94, 46,27, 32,95,
32,82. HRMS (ESI): m/z calculado para CisHisN202 [(M+H)]*: 295,1441, encontrado:
295,1440. O excesso enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna quiral
Trefoil CEL2 [40% MeOH, gradiente, 0,8 mL/min, 2000 psi, 40 °C]: tr (majoritario) =
9,1 min ee =99%.

(4S,5S,6R)-3-Alil-4-hidroxi-6-pentil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona (15e):
Rendimento: 51% (47 mg, 0,21 mmol). O produto foi obtido como 6leo amarelo. RMN
14 (400 MHz, CDCls) &: 5,76 — 5,66 (m, 1H), 5,24 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 5,20-5,17 (m,
2H), 4,58 (s, 1H), 4,00 (ddt, J = 15,2, 4,9, 1,3 Hz, 1H), 3,74 (ddt, J = 15,3, 7,6, 1,2,
1H), 2,69 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 2,02 (ddd, J = 6,4, 5,4, 3,6 Hz, 1H), 1,61 — 1,39 (m, 5H),
1,33 - 1,36 (m, 3H), 0,89 (t, J = 7,0 Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, CDCIs) d: 166,89,
132,19, 118,94, 80,89, 49,96, 46,52, 43,05, 31,49, 31,33, 26,23, 22,61, 14,09, HRMS
(ESI): m/z calculado para Ci2H20N202 [(M+H)]*: 295,1598, encontrado: 295,1594. O
excesso enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna quiral Trefoil CEL2
[40% iPrOH, gradiente, 0,8 mL/min, 2000 psi, 40 °C]: tr (majoritario) = 5,3 min tr

(minoritariro) = 5,8. ee =98%.

(4S,5S,6R)-3-Benzil-6-etil-4-hidroxi-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona (15f):
Rendimento: 43% (34 mg, 0,15 mmol). O produto foi obtido como um 6leo amarelo.
Mistura de diastereoisémeros (1:0,5). RMN H (400 MHz, CDCls) &: 7,28 — 7,17 (m,
5H), 4,93 (s, 1H), 459 e 4,61 (2d, J=14,9 e J = 14,8 Hz, 1H), 4,12 (d, J = 14,8 Hz,
1H), 2,60 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 1,85 (td, J = 6,0, 3,6 Hz, 1H), 1,55 — 1,45 (m, 3H), 0,92
(t, J = 7,5 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CDClz) &: 166,93 e 166,51, 136,35 e 135,88,
128,98, 128,89, 128,74, 128,61, 128,51, 128,01, 127,95, 80,36, 79,35, 50,60, 48,43,
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46,28, 44,39, 44,04, 43,38, 24,70 e 24,44, 10,67 e 10,54. HRMS (ESI): m/z calculado
para Ci3HisN202 [(M+Na)]*: 255,1104, encontrado: 255,1106. O excesso
enantiomérico foi determinado por UPC? utilizando coluna quiral Trefoil CEL2 [60%
MeCN, gradiente, 1,0 mL/min, 2000 psi, 40 °C]: tr (majoritdrio) = 5,7 min, tr

(minoritariro) = 7,1. ee =90%.

(4S,5S,6R)-4-Hidroxi-3-(4-metoxifenil)-6-pentil-1,3-diazabiciclo[3,1,0]hexan-2-ona
(159): Rendimento: 49% (32 mg, 0,11 mmol). O produto foi obtido como um sélido
amarelo. Pf: 101 °C. RMN H (400 MHz, CDCls) d: 7,38 (dt, J = 9,1, 3,4 Hz, 2H), 6,87
(dt, J =9,1, 3,4 Hz, 2H), 5,55 (s, 1H), 4,39 (sl, 1H), 3,78 (s, 3H), 2,78 (d, J = 3,6 Hz,
1H), 2,23 (td, J =5,6, 3,8 Hz, 1H), 1,72 — 1,28 (m, 8H), 0,90 (t, J = 6,3 Hz, 3H). RMN
13C (100 MHz, CDCIs) &: 165,71, 158,14, 129,22, 125,27, 114,50, 83,56, 55,60, 49,81,
46,13, 31,51, 31,28, 26,30, 22,64, 14,10. HRMS (ESI): m/z calculado para Ci1sH22N203
[(M+Na)]*: 291,1703, encontrado: 291,1703. O excesso enantiomérico foi determinado
por UPC? utilizando coluna quiral Trefoil CEL2 [50% iPrOH, gradiente, 0,6 mL/min,
2000 psi, 40 °C]: tr (majoritario) = 10,1. ee =99%.

5.9 — Sintese das hidantoinas derivadas de aminoacidos naturais
(A7a-)

Em um baldo de fundo redondo provido de agitagdo magnética, os
aminoacidos (1,5 mmol) foram dissolvidos em agua destilada, a 0°C. Adicionou-se
entdo o hidroxido de sodio (2,2 mmol, 0,09 g) e a mistura foi mantida sob banho de
gelo por 15 minutos (vide tabela 3.16). Em seguida, os correspondentes isocianatos
(1,6 mmol) foram adicionados lentamente e a mistura reacional foi transferida para a
geladeira. As reagbes processaram-se entre 7-10 °C por duas horas. Ao término do
periodo reacional, adicionou-se acido cloridrico 37% (6,0 mL) e o precipitado formado
foi lavado com agua destilada (30 mL). Os produtos foram purificados por coluna
cromatografica com silica flash, tendo como eluente mistura de hexano: acetato de

etilal:1. Todos os produtos foram obtidos como soélidos brancos.

(S)-3-(4-Bromofenil)-5-isopropilimidazolidina-2,4-diona (17a): Rendimento: 50% (0,22
g, 0,74 mmol). RMN !H (400 MHz, DMSO) &: 8,59 (s, 1H), 7,68 (d, J = 8,7 Hz, 2H),
7,32 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,13 (dd, J = 3,5, 1,2 Hz, 1H), 2,19 — 2,08 (m, 1H), 1,01 (d, J
= 7,0 Hz, 3H), 0,87 (d, J = 6,8 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 172,54, 155,62,
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131,74, 131,39, 128,48, 120,48, 61,40, 29,94, 18,47, 15,94. IV (Umax, filme): 3249,
3105, 2964, 2354, 2320, 1776, 1724, 1492, 1417, 1166, 1072, 1010 cm*. CG-MS m/z
(rel. int. %): 296(M*), 268, 254, 250, 227, 210, 197 (100), 189, 175, 156, 147, 120, 117,
90, 76, 63, 43, 41. [a]3°= -119,19 (c 4,95, MeOH).

(S)-5-isobutil-3-fenilimidazolidina-2,4-diona (17b)’?: Rendimento: 63% (0,22 g, 0,95
mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,58 (s, 1H), 7,47 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,37 (t, J =
7.4 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 8,3 Hz, 2H), 4,23 (dd, J = 8,2, 4,6 Hz, 1H), 1,89 — 1,79 (m,
1H), 1,65 — 1,52 (m, 2H), 0,92 (d, J = 6,6 Hz, 6H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) §&:
173,93, 155,82, 132,29, 128,86, 127,86, 126,80, 54,99, 40,74, 24,21, 23,17, 21,61. IV
(umax, filme): 3278, 3112, 2960, 2869, 1776, 1728, 1596, 1494, 1431, 1398, 1189,
1164, 765, 750, 713 cmt. CG-MS m/z (rel. int. %): 232(M*), 217, 204, 189, 176 (100),
162, 147, 132, 119, 104, 91, 90, 77, 64, 55, 43. [«]?° = - 85,71 (c 5,01, MeOH).

3-fenilimidazolidina-2,4-diona (17¢) ’?: Rendimento: 60% (0,16 g, 0,91 mmol). RMN H
(400 MHz, DMSO) §: 8,28 (s, 1H), 7,47 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,38 (d, J = 7,3 Hz, 1H),
7,33 (d, J = 7,5 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) §: 171,25, 156,64,
132,34, 128,85, 127,84, 126,85, 46,13. IV (umax, filme): 3276, 3101, 3070, 1774, 1724,
1598, 1504, 1452, 1431, 1326, 1236, 1184, 769, 740, 711, 636, 609, 578 cm™. CG-
MS m/z (rel. int. %): 176 (M*), 119 (100), 92, 91, 77, 64, 56, 51, 41.

(S)-5-benzil-3-fenilimidazolidina-2,4-diona (17d)’?: Rendimento: 76% (0,30 g, 1,12
mmol). RMN 1H (400 MHz, DMSO) &: 8,52 (s, 1H), 7,39 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,35 — 7,19
(m, 6H), 6,97 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 4,55 (t, J = 4,5 Hz, 1H), 3,19 — 2,98 (m, 2H). RMN
13C (100 MHz, DMSO) &: 172,50, 155,34, 135,00, 131,92, 129,83, 128,67, 128,09,
127,75, 126,88, 126,49, 57,01, 36,62. IV (umax, filme):3245, 1778, 1710, 1500, 1454,
1427, 1350, 1172, 1112, 765, 730, 709 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %): 266 (M*), 222,
210, 188, 175, 165, 147, 132, 119, 103, 91(100), 77, 65, 51, 41. [a]3° = - 184,46 (c
4,59, MeOH), literatura: [«]%® = - 159,8 (c 1,05, MeOH).

(S)-3-(4-bromofenil)imidazolidina-2,4-diona (17e)®: Rendimento: 55% (0,219, 0,82
mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,36 (s, 1H), 7,67 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,34 (d, J
= 8,7 Hz, 2H), 4,06 (s, 2H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) &: 170,88, 156,11, 131,69,
128,56, 120,41, 46,05. IV (umax, filme):3236, 3110, 2960, 2923, 1784, 1731, 1490,
1452, 1423, 1323, 1184, 1174, 1072, 1010, 821, 808, 748, 721, 651, 497 cm. CG-
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MS m/z (rel. int. %): 256 (M*+2), 254 (M*), 197 (100), 171, 169, 155, 119, 90, 75, 63,
56, 42.

(S)-3-(4-bromofenil)-5-isobutilimidazolidina-2,4-diona (17f): Rendimento: 52% (0,24 g,
0,77 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,65 (s, 1H), 7,67 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,33
(d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,23 (ddd, J = 8,7, 4,8, 1,1 Hz, 1H), 1,89 — 1,79 (m, 1H), 1,65 —
1,52 (m, 2H), 0,92 (dd, J = 6,6, 1,1 Hz, 6H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) &: 173,52,
155,28, 131,68, 131,56, 128,52, 120,41, 54,90, 40,55, 24,08, 23,06, 21,44. IV (Umax,
filme): 3257, 3114, 2954, 1776, 1724, 1492, 1417, 1168, 1074, 1008, 823 cm™. CG-
MS m/z (rel. int. %): 312 (M*+2), 310 (M"), 256, 197, 175, 147, 120, 90, 63, 55, 43
(100). [a]3° = - 75,59 (c 5,07, MeOH)

(S)-5-benzil-3-(4-bromofenil)-imidazolidina-2,4-diona (17g): Rendimento: 54% (0,28 g,
0,81 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,59 (s, 1H), 7,61 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,32
— 7,21 (m, 5H), 6,98 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 4,55 (t, J = 4,5 Hz, 1H), 3,11 — 3,02 (m, 2H).
RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 172,28, 154,94, 135,00, 131,69, 131,22, 129,77,
128,27,128,12, 126,90, 120,51, 57,09, 36,63. IV (umax, filme): 3245, 3112, 1778, 1726,
1492, 1404, 1342, 1166, 1074, 1008, 827, 732 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %): 346
(M*+2), 344 (M*), 302, 281, 266, 253, 237, 224, 199, 182, 171, 155, 128, 119, 91 (100),
77,65, 51. [a]3® = - 175,85 (c 4,82, MeOH).

(S)-5-benzil-3-(4-metoxifenil)imidazolidina-2,4-diona (17h)*8%: Rendimento: 65% (0,29
g, 0,98 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO): 8,45 (s, 1H), 7,35 — 7,21 (m, 5H), 6,93 (d,
J=9,1Hz, 2H), 6,85 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,52 (t, J = 4,6 Hz, 1H), 3,74 (s, 3H), 3,10 —
3,01 (m, 2H). RMN 13C (100 MHz, DMSO): 172,69, 158,57, 155,64, 135,05, 129,83,
128,07, 127,85, 126,86, 124,50, 119,89, 113,95, 56,98, 55,33, 36,63. IV (Umax, filme):
3411, 3251, 3105, 3002, 2833, 2354, 2327,1726, 1708, 1633, 1614, 1515, 1446, 1434,
1299, 1253, 1184, 1151, 1107, 829, 767, 756 cm™X. CG-MS m/z (rel. int. %): 296 (M*),
218, 105, 177, 149, 134, 122, 106, 91 (100), 78, 65, 51, 41. [a]?® = - 179,81 (c 5,33,
MeOH).

(S)-5-isobutil-3-(4-metoxifenil)imidazolidina-2,4-diona (17i)'°°: Rendimento: 73% (0,28
g, 1,1 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,52 (s, 1H), 7,23 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,01
(d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,20 (ddd, J = 8,9, 4,6, 1,2 Hz, 1H), 3,78 (s, 3H), 1,90 — 1,80 (m,
1H), 1,64 - 1,51 (m, 2H), 0,93 (dd, J = 6,6, 1,4 Hz, 6H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) §:
173,94, 158,52, 155,97, 128,05, 124,82, 119,89, 113,97, 55,35, 54,81, 40,68, 24,09,
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23,07, 21,48. IV (Umax, filme): 3242, 3109, 2960, 2358, 2352, 1772, 1741, 1612, 1519,
1469, 1433, 1301, 1255, 1174, 1027, 831, 767 cm'L. CG-MS m/z (rel. int. %): 262 (M"),
219, 206, 177, 162, 149 (100), 134, 122, 106, 95, 90, 78, 64, 51. [«]?® = - 76,85 (c
4,66, MeOH)

3-(4-metoxifenil)imidazolidina-2,4-diona (17j)°*: Rendimento: 67% (0,21 g, 1,0 mmol).
RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,23 (s, 1H), 7,24 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 7,01 (d, J = 9,0
Hz, 2H), 4,04 (s, 2H), 3,34 (s, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) §&: 171,27, 158,53,
156,78, 128,11, 124,88, 113,98, 55,36, 45,98, IV (umax, filme): 3236, 3109, 2974, 2931,
2844, 1782, 1722, 1612, 1519, 1456, 1433, 1328, 1301, 1253, 1184, 1029, 823, 734,
680 cmt. CG-MS m/z (rel. int. %): 206 (M*), 149 (100), 135, 134, 122, 108, 106, 90,
78, 63, 56, 51.

(S)-5-benzil-3-(2-cloroetil)imidazolidina-2,4-diona (17k)*®?: Rendimento: 73% (0,29 g,
1,1 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,33 (s, 1H), 7,29 — 7,22 (m, 3H), 7,17 (d, J
= 6,7 Hz, 2H), 4,42 (t, J = 4,7 Hz, 1H), 3,55 — 3,47 (m, 4H), 2,96 (qd, J = 14,0, 5,1 Hz,
2H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 173,36, 156,00, 135,25, 129,64, 128,12, 126,74,
57,11, 40,54, 39,20, 36,59. IV (umax, filme): 3307, 3066, 3029, 2952, 2918, 1774, 1718,
1456, 1434, 1352, 1257, 1199, 1137, 765, 746, 700, 487 cm™t. CG-MS m/z (rel. int. %):
252 (M*), 216, 175, 161, 146, 128, 117, 103, 91 (100), 77, 65, 51, 41. [a]%® = - 106,29
(c 5,83, MeOH).

(S)-3-(2-cloroetil)-5-isobutilimidazolidina-2,4-diona (171): Rendimento: 80% (0,26 g,
1,2 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) §: 8,41 (s, 1H), 4,09 (dd, J = 9,3, 4,3 Hz, 1H),
3,78 —3,73 (m, 2H), 3,69 - 3,64 (m, 2H), 11,83 - 1,73 (m, 1H), 1,56 - 1,49 (m, 1H), 1,43
— 1,36 (m, 1H), 0,89 (dd, J = 6,6, 2,0 Hz, 6H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) §: 174,68,
156,40, 54,88, 41,15, 40,83, 39,41, 24,10, 23,14, 21,46. IV (umax, filme): 3948, 3245,
3107, 2956, 2871, 1764, 1726, 1454, 1417, 1367, 1334, 1151, 1126, 997, 921, 867,
756, 705, 671, 644, 493 cmt. CG-MS m/z (rel. int. %): 218 (M*), 177, 175, 162 (100),
147, 141, 126, 106, 100, 85, 70, 57, 53, 43.

(S)-3-(2-cloroetil)-5-isopropilimidazolidina-2,4-diona (17m): Rendimento: 89% (0,27 g,

1,3 mmol). RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 8,31 (s, 1H), 3,99 (d, J = 2,2 Hz, 1H), 3,81 —

3,63 (m, 4H), 2,09 — 1,99 (m, 1H), 0,95 (d, J = 7,0 Hz, 3H), 0,80 (d, J = 6,8 Hz, 3H).

RMN %3C (100 MHz, DMSO) &: 173,62, 156,75, 61,42, 41,20, 39,36, 29,62, 18,52,

15,85. IV (umax, filme): 3298, 3182, 2966, 2908, 2875, 1758, 1703, 1452, 1419, 1361,
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1325, 1209, 1139, 1037, 935, 891, 808, 763, 707, 663 cmt. CG-MS m/z (rel. int. %):
205 (M), 189, 162 (100), 161, 141, 126, 125, 113, 100, 98, 85, 72, 70, 56, 53. [a]%° =
- 61,44 (c 6,25, MeOH).

3-(2-cloroetil)imidazolidina-2,4-diona (17n)'°2: Rendimento: 86% (0,20 g, 1,3 mmol).
RMN H (400 MHz, DMSO) §&: 8,13 (s, 1H), 3,94 (d, J = 1,0 Hz, 2H), 3,76 (t, J = 6,2 Hz,
2H), 3,68 (t, J = 5,6 Hz, 2H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) &: 171,96, 157,14, 45,85,
41,04, 39,43. IV (umax, filme): 3323, 2989, 2906, 1770, 1712, 1631, 1461, 1425, 1377,
1342, 1132, 935, 892, 765, 748, 659, 599, 468 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %): 164, 162
(M%), 148, 129, 127 (100), 115, 113, 101, 100, 90, 85, 78, 70, 63, 56, 49, 42.

5.10- Sintese do composto 7-hidroxi-2-0xo0-2H-cromeno-3-

carboxilato de etila (18)*?

Em um baldo de fundo redondo provido de agitacdo magnética,
adicionou-se o 2,4-hidroxibenzaldeido (0,51 g, 3,7 mmol), malonato de dietila (1,3 g,
7,9 mmol) e piperidina (10 gotas). A reacdo se processou por duas horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado HCI 1M (10 mL) e o precipitado foi
lavado com &gua destilada gelada (10 mL). O sélido resultante foi purificado em uma
coluna cromatogréfica, utilizando mistura diclorometano: acetato de etila (7:3), como
fase movel. O produto foi obtido como um sélido amarelo com 88% de rendimento
(0,75 g, 3,2 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 11,06 (s, 1H), 8,66 (s, 1H), 7,75 (d,
J=8,6 Hz, 1H), 6,84 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 4,26 (9, J=7,1
Hz, 2H), 1,29 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO) &: 164,04, 162,94,
157,10, 156,38, 149,40, 132,09, 113,99, 112,11, 110,42, 101,78, 60,79, 14,12. IV
(umax, filme): 3552, 3471, 3056, 2997, 1737, 1679, 1620, 1606, 1448, 1382, 1299,
1245, 1224, 1145, 1116, 1037, 844, 800.

5.11- Sintese das hidantoinas 5,5-dissubstituidas pela reacdo de

Bucherer-Bergs em aguecimento convencional (20a-d)

Em um baldo de fundo redondo, provido de agitacdo magnética,
dissolveu-se as cetonas (5,0 mmol) em uma mistura de etanol: agua 50% (10 mL). Em

seguida, foram adicionados o cianeto de potéassio (7,5 mmol, 0,49 g) e carbonato de
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amonio (17 mmol, 1,7 g). A reacdo se processou em 30 horas a 80°C (vide tabela
3.18). Acoplou-se um recipiente no condensador de refluxo contendo uma solucao de
hidréxido de sodio diluida, a fim de neutralizar possivel &cido cianidrico gerado in situ.
Finda a reacdo, evaporou-se o etanol em um rotaevaporador e, em seguida, a mistura
reacional foi extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase orgéanica foi seca com
sulfato de magnésio anidro, e o filtrado concentrado. Os produtos foram recristalizados
utilizando como solvente metanol e hexano (1:10). Todos os compostos foram obtidos

como solidos brancos.

5-metil-5-fenilimidazolidina-2,4-diona (20a)'%%: Rendimento: 92% (0,87 g, 4,6 mmol).
RMN !H (400 MHz, DMSO) &: 10,76 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 7,47 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,39
(t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,32 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 1,65 (s, 3H). RMN 13C (100 MHz, DMSO)
6: 176,98, 156,25, 139,93, 128,48, 127,82, 125,32, 63,91, 24,95. IV (Umax, filme): 3282,
3207, 3062, 2989, 1770, 1724, 1496, 1450, 1400, 1367, 1249, 1230, 1153, 1107, 1018,
960, 875, 786, 694, 482 cm. CG-MS m/z (rel. int. %): 190 (M*), 175, 161, 147, 133,
132, 119, 116, 104 (100), 101, 91, 77, 76, 63, 58, 51.

5-etil-5-metilimidazolidina-2,4-diona (20b)'%3: Rendimento: 74% (0,52 g, 3,7 mmol).
RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 10,55 (s, 1H), 7,86 (s, 1H), 1,61 (dq, J = 14,7, 7,4 Hz,
1H), 1,50 (dq, J = 14,7, 7,4 Hz, 1H), 1,22 (s, 3H), 0,76 (t, J = 7,4 Hz, 1H). RMN 3C
(100 MHz, DMSO) 5: 178,54, 156,48, 62,49, 30,13, 23,30, 7,74. IV (umax, filme): 3228,
3047, 2975, 2937, 2748, 2354, 2339, 1737,1712, 1465, 1434, 1425, 1377, 1311, 1243,
1211, 1153, 1134, 1056, 1033, 958, 904, 802, 771, 756, 646, 582, 441 cm™. CG-MS
m/z (rel. int. %): 142 (M%), 127, 113 (100), 112, 107, 99, 96, 84, 81, 73, 70, 66, 58, 56,
52.

5-metil-5-propilimidazolidina-2,4-diona (20c)'4: Rendimento: 65% (0,51 g, 3,3 mmol).
RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 10,54 (s, 1H), 7,88 (s, 1H), 1,59 - 1,42 (m, 2H), 1,34 —
1,24 (m, 1H), 1,22 (s, 3H), 1,15 - 1,02 (m, 1H), 0,85 (t, J = 7,3 Hz, 3H). RMN 3C (100
MHz, DMSO) &: 178,65, 156,40, 62,10, 39,40, 23,67, 16,51, 13,87. IV (Umax, filme):
3238, 3041, 2956, 2933, 2873, 2758, 2462, 2432,1766, 1712, 1433, 1377, 1321, 1276,
1197, 1137,1076, 1045, 950, 811, 775, 649, 597, 449 cm™. CG-MS m/z (rel. int. %):
157 (M%), 141, 127, 114, 113 (100), 100, 94, 84, 72, 70, 65, 57, 53.

5,5-dimetilimidazolidina-2,4-diona (20d)'°>: Rendimento: 88% (0,57 g, 4,4 mmol).
RMN !H (400 MHz, DMSO) &: 10,54 (s, 1H), 7,94 (s, 1H), 1,24 (s, 6H). RMN 13C (100
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MHz, DMSO) &: 179,14, 155,93, 58,84, 24,62. IV (Umax, filme): 3226, 3099, 3049, 2972,
2754, 1770, 1739, 1708, 1442, 1380, 1290, 1213, 1147, 1054, 925, 798, 769, 649,
649, 592, 449 cm'L, CG-MS m/z (rel. int. %): 127 (M%), 113 (100), 112, 84, 70, 56, 52.

5.12 - Sintese dos compostos 2la-d

A uma suspenséo dos compostos 4a-c (0,80 mmol, 1,0 equiv.) e 4d (1,0
mmol, 1,0 equiv.) em etanol (2,0 mL), adicionou-se o hidroxido de potassio (1,0 equiv.)
e em seguida o 1-bromo-2-cloroetano (2,0 equiv.). A mistura reacional foi agitada por
12 horas em refluxo. Por fim, evaporou-se o solvente em um rotaevaporador e produto
foi purificado em coluna cromatogréfica utilizando silica flash e mistura de hexano:

acetato de etila (7:3). Os produtos foram obtidos como 6leos amarelos.

3-(2-cloroetil)-5-metil-5-fenilimidazolidina-2,4-diona (21a): Rendimento: 80% (0,20 g,
0,79 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,99 (s, 1H), 7,48 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,40
(t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,34 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 3,83 — 3,79 (m, 2H), 3,76 — 3,71 (m, 2H),
1,69 (s, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) 6: 175,27, 155,25, 139,39, 128,52, 127,99,
125,47, 62,79, 41,26, 39,62, 24,82. CG-MS m/z (rel. int. %): 252 (M*), 237, 223, 209,
189, 175, 161, 146, 133, 132, 119, 104 (100), 91, 78, 77, 56, 51.

3-(2-cloroetil)-5-etil-5-metilimidazolidina-2,4-diona (21b)°¢: Rendimento: 75% (0,12 g,
0,59 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,26 (s, 1H), 3,79 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,69
(dd, J = 8,8, 3,6 Hz, 2H), 1,67 (dqg, J = 14,7, 7,4 Hz, 1H), 1,56 (dq, J = 14,7, 7,4 Hz,
1H), 0,77 (t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, DMSO) &: 176,73, 155,47, 61,44,
41,29, 39,41, 30,14, 23,36, 7,70. CG-MS m/z (rel. int. %): 204 (M*), 189, 175 (100),
169, 155, 139, 127, 125, 113, 106, 98, 84, 72, 70, 56, 53.

3-(2-cloroetil)-5-metil-5-propilimidazolidina-2,4-diona (21c): Rendimento: 84% (0,15 g,
0,68 mmol). RMN *H (400 MHz, DMSO) &: 8,29 (s, 1H), 3,78 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 3,68
(t, J =5,5 Hz, 2H), 1,64 - 1,48 (m, 2H), 1,26 (s, 3H), 1,15 — 1,04 (m, 1H), 0,84 (t, J =
7,3 Hz, 3H). RMN *3C (100 MHz, DMSO) 6: 176,84, 155,41, 61,08, 41,30, 39,42, 23,73,
16,44, 13,85. CG-MS m/z (rel. int. %): 219 (M*), 203, 189, 175 (100), 169, 161, 147,
141, 126, 115 106, 98, 84, 70, 57, 54.
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3-(2-cloroetil)-5,5-dimetilimidazolidina-2,4-diona (21d): Rendimento!®’: 92% (0,14 g,
0,74 mmol). RMN H (400 MHz, DMSO) &: 8,35 (sl, 1H), 3,79 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,68
(t, J = 6,0 Hz, 2H), 1,29 (s, 6H). RMN *3C (100 MHz, DMSO) 177,29, 154,93, 57,78,
41,24, 24,59. CG-MS m/z (rel. int. %): 190 (M*), 175 (100), 155, 141, 128, 113, 99, 84,
70, 63, 57.

5.13 — Sintese dos compostos hibridos (22a-b)

Em um baldo de fundo redondo, provido de agitacdo magnética, a
cumarina 18 (1,0 equiv., 0,06 M) foi adicionada a uma suspensao de NaH 60% (1,0
equiv.) em DMF e a solugdo foi agitada por 10 minutos. Em seguida, as
correspondentes hidantoinas (1,1 equiv.) e o Kl (5 mol %) foram adicionadas a mistura
reacional (vide tabela 3.19). O sistema foi aquecido por 120 °C por 30 horas. Apés
esse periodo, o bruto reaciacional foi neutralizado, extraido com acetato de etila e
lavado com solucdo saturada de NaCl. Em seguida, o solvente foi evaporado e o
produto purificado em uma coluna cromatogréfica utilizando silica flash e uma mistura
de diclorometano: hexano: acetona (5:5:1) e 1% de trietilamina como eluente. Os

produtos foram obtidos como 6leos amarelos.

7-(2-(4-Propil-4-metil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etoxi)-2-0x0-2H-cromeno-3-
carboxilato de etila (22a): O produto foi obtido como um sélido amarelo. Rendimento:
24% (40 mg, 0,1 mmol). RMN *H (400 MHz, CDz0D) &: 8,66 (s, 1H), 7,69 (d, J = 8,5
Hz, 1H), 6,96 — 6,92 (m, 2H), 4,35 (q, J = 7,2 Hz, 4H), 3,91 (dd, J = 9,5, 5,3 Hz, 2H),
1,71 (ddd, J = 13,8, 11,9, 4,9 Hz, 1H), 1,58 (ddd, J = 13,8, 12,1, 4,6 Hz, 1H), 1,38 (t, J
= 7,1 Hz, 3H), 1,34 (s, 3H), 1,32 - 1,25 (m, 1H), 1,14 - 1,02 (m, 1H), 0,83 (t, J = 7,3
Hz, 3H). RMN 13C (100 MHz, CD30OD) &: 179,30, 165,63, 164,66, 159,07, 158,67,
158,12, 150,69, 132,68, 114,99, 114,87, 113,42, 102,05, 66,47, 63,13, 62,62, 40,93,
38,58, 24,17, 17,97, 14,50, 14,20. LC-MS: 417 (M*H), 439, 456, 436.

7-(2-(4-metil-4-metil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)etoxi)-2-oxo0-2H-cromeno-3-carboxilato
de etila (22b): O produto foi obtido como um sdélido branco. Rendimento: 11% (21 mg,
0,05 mmol). RMN *H (400 MHz, CDsOD) &: 8,48 (s, 1H), 7,48 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 6,86
(dd, J = 8,7, 2,4 Hz, 1H), 6,80 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 6,42 (s, 1H), 4,38 (g, J = 7,1 Hz,
2H), 4,27 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 3,94 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 1,45 (s, 3H), 1,42 (s, 6H), 1,38 (t,

J = 7,1 Hz, 3H). RMN 3C (100 MHz, CDsOD) &: 163,83, 163,52, 155,84, 148,95,
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142,80, 130,97, 129,70, 113,83, 101,33, 72,42, 65,02, 61,89, 59,11, 44,52, 37,57,
31,06, 29,82, 25,15, 25,08, 22,86, 14,39.

5.14 - Sintese das hidantoinas 5- e 5,5- dissubstituidas através da

Reacédo de Bucherer-Bergs em fluxo continuo

Para os experimentos em fluxo continuo, duas bombas seringas de alta
pressdo (SyrDos™, HiTec Zang), um loop de amostra (0,5 ou 3,0 mL) e um reator
tubular Hastelloy (16 mL de volume interno) conectado a um modulo de aguecimento
(Asia Flow Chemistry) foram utilizados (vide tabela 3.23). A pressao interna do sistema
foi controlada com auxilio de um regulador de presséo ajustavel (Swagelok) mantido
a 120°C por uma chapa de aquecimento. A linha A contendo o composto carbonilico
dissolvido em acetato de etila, numa vazao de 70 yL min=t, foi conectada por um
misturador T com a segunda linha (vazédo 430 pL mint) que continha a solucdo aquosa
de carbonato de amoénio (3,5 equiv.) e cianeto de potassio (1,5 equiv.). A mistura
resultante foi bombeada para o interior do reator tubular aquecido a 120°C. A reacao
se processou em 32 minutos, a 20 bar. Apos esse periodo, o bruto reacional foi
coletado em um tubo fechado e neutralizado. As reacdes foram extraidas com acetato
de sddio (3 x 20 mL) resultando nos produtos desejados analiticamente puros, sem a

necessidade de purificagdo por coluna cromatogréfica ou recristalizacao.

5-metil-5-fenilimidazolidina-2,4-diona (20a): Linha A: acetofenona (2,53 mmol, 5,0 M
em EtOACc). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs3 (2,88 M) em H20. Rendimento: 91 %
(440 mg, 2,31 mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 197-199 °C (lit.
196-198 °C). Os espectros de RMN *H e RMN 3C corroboraram com aqueles obtidos

da sintese convencional.

5-fenil-imidazolidina-2,4-diona (20e): Linha A: benzaldeido (2,51 mmol, 50 M em
EtOAC). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs (2,88 M) em H20. Rendimento: 91 % (401
mg, 2,28 mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 180-183 °C (lit.1%3
176-178 °C). RMN H (300 MHz, DMSO) &: 10,79 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,44-7,32 (m,
5H), 5,16 (s, 1H). RMN 3C (75 MHz, DMSO) &: 174,65, 157,95, 136,50, 129,11,
128,70, 127,15, 61,64.
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5-benzil-imidazolidina-2,4-diona (20f): Linha A: fenilacetaldeido (2,52 mmol, 5,0 M em
EtOAC). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs (2,88 M) em H20. Rendimento: 72 % (346
mg, 1,82 mmol). O produto foi obtido como um sélido amarelo. Pf: 186-188 °C (lit.1%8
181-183 °C). RMN *H (300 MHz, DMSO) &: 10,43 (s, 1H), 7,92 (s, 1H), 7,31-7,17 (m,
5H), 4,33 (t, J = 4,6 Hz, 1H), 2,99-2,87 (m, 2H). RMN 13C (75 MHz, DMSO) &: 175,63,
157,56, 136,07, 130,18, 128,52, 127,10, 58,84, 36,86.

5-etil-5-fenilimidazolidina-2,4-diona (20g): Linha A: propilfenona (2,48 mmol, 5,0 M em
EtOAc). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs (2,88 M) em H20. Rendimento: 90 % (455
mg, 2,23 mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 193-195 °C (lit.1%3
194-196 °C). RMN H (300 MHz, DMSO) &: 10,80 (s, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,52-7,49 (m,
2H), 7,42-7,29 (m, 3H), 2,07 (dq, J=7,2, 14,4 Hz, 1H), 1,89 (dq, J = 7,4, 14,7, Hz, 1H),
0,81 (t, J = 7,3 Hz, 3H). RMN 13C (75 MHz, DMSO0) &: 176,96, 157,43, 139,62, 128,85,
128,15, 125,85, 68,46, 31,61, 8,50.

5-(4-Fluoro-fenil)-5-metil-imidazolidina-2,4-diona (20h): Linha A: 4-fluoroacetofenona
(2,47 mmol, 5,0 M em EtOACc). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs (2,88 M) em H20.
Rendimento: 78 % (400 mg, 1,92 mmol). O produto foi obtido como um sélido amarelo.
Pf: 209-210 °C (lit.1%° 212-215 °C). RMN H (300 MHz, DMSO) &: 10,80 (s, 1H), 8,64
(s, 1H), 7,53-7,49 (m, 2H), 7,23 (t, J = 8,9 Hz, 2H), 1,64 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz,
DMSO) &: 177,29, 163,76, 160,53, 156,59, 136,60 (d, Jc-c-cF = 2,9 Hz), 127,97 (d, Jc-
cF = 8,4 Hz), 115,69 (d, Jc-r = 21,46 Hz), 63,96, 25,64.

5-(2-hidroxi-fenil)-5-metil-imidazolidina-2,4-diona (20i): Linha A: 2"-hidroxiacetofenona
(2,54 mmol, 5,0 M em EtOAc). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2CO3 (2,88 M) em H20.
Rendimento: 95 % (500 mg, 2.42 mmol). O produto foi obtido como um soélido amarelo.
Pf: 232-234 °C (lit.2%° 229-230 °C). RMN *H (300 MHz, DMSO) &: 10,52 (s, 1H), 9,84
(s, 1H), 7,88 (s, 1H), 7,31 (dd, J = 1,4, 7,7 Hz, 1H), 7,17 (td, J = 1,6, 7,7 Hz, 1H), 6,83-
6,76 (m, 2H), 1,63 (s, 3H). RMN *3C (75 MHz, DMSO) &: 178,99, 157,32, 156,13,
129,83, 128,00, 125,49, 118,94, 116,11, 62,13, 24,15. HRMS (APCI): m/z calculado
para Ci10H10N203 [(M+H)]* 207,076419, encontrado 207,076455.

5-metil-5-[4]piridil-imidazolidina-2,4-diona (20j): Linha A: 4-acetilpiridina (2,53 mmol,
5,0 M em EtOAC). Linha B: KCN (1,24 M), (NH4)2COs (2,88 M) em H20. Rendimento:

88 % (428 mg, 2.24 mmol). O produto foi obtido como um sdélido branco. Pf: 232-234
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°C (lit.?°1 234-235 °C). RMN *H (300 MHz, DMSO) &: 10,93 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,60
(dd, J=1,6, 4,5 Hz, 2H), 7,48 (dd, J = 1,7, 4,5 Hz, 2H), 1,66 (s, 3H). RMN *3C (75 MHz,
DMSO) &6: 176,31, 156,58, 150,37, 148,92, 120,89, 63,90, 25,13. HRMS (APCI): m/z
calculado para CoHoN3O2 [(M+H)]* 192,076753, encontrado 192,076861.

5-(3-metoxifenil)-imidazolidina-2,4-diona (20k): Linha A: m-anisaldeido (1,52 mmol,
3,0 M em EtOAC). Linha B: KCN (0,74 M), (NH4)2COs (1,73 M) em H20. Rendimento:
92 % (287 mg, 1,40 mmol). O produto foi obtido como um sdlido amarelo. Pf: 129-131
°C. RMN *H (300 MHz, DMSO) &: 10,78 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,32 (t, J = 7,9 Hz, 1H),
6,94-6,88 (m, 3H), 5,14 (s, 1H), 3,76 (s, 3H). RMN 3C (75 MHz, DMSO) &: 174,44,
159,85, 157,93, 137,97, 130,23, 119,11, 114,05, 112,87, 61,52, 55,61, 55,57. HRMS
(APCI): m/z calculado para CioH10N203s [(M+H)]" 207,076419, encontrado
207,076566.

1,3-Diazospiro [4,5] decano-2,4-diono (201): Linha A: cicloexanona (1,01 mmol, 2,0 M
em EtOAc). Linha B: KCN (0,49 M), (NH4)2COs (1,15 M) em H20. Rendimento: 99 %
(168 mg, 0,99 mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 218-219 °C
(lit.**5 220 °C). RMN 'H (300 MHz, DMSO) &: 10,51 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 1,64-1,42
(m, 9H), 1,30-1,20 (m, 1H). RMN 3C (75 MHz, DMSO) &: 178,95, 156,78, 62,46, 33,68,
24,91, 21,28.

5.14.1 - Sintese em fluxo continuo da spiro(hidantoin-5,2’-

tetralina (20m)

Alinha A (vazéo de 200 uL mint) contendo a B-tetralona (1,47 mmol, 0,5
M, 3,0 mL loop de injecao) dissolvida em EtOAc/DMF (1:2) foi conectada por um
misturador T com a segunda linha (vazéo 300 pL mint) que continha a solucdo aquosa
de carbonato de aménio (1,14 M) e cianeto de potassio (0,49 M). As misturas
resultantes foram bombeadas para o interior do reator tubular aquecido a 120°C. A
reacao se processou em 32 minutos, a 20 bar. Apos esse periodo, o bruto reacional
foi coletado em um tubo fechado neutralizado. A reacao foi extraida com acetato de
sédio (3 x 20 mL), lavada com &agua, e as fases organicas foram concentradas. O
produto foi obtido como um sdlido branco. Rendimento: 96% (304 mg, 1,40 mmol). Pf:
258-260 °C (lit.2%2 267 °C). RMN H (300 MHz, DMSO) &: 10,71 (s, 1H), 8,32 (s, 1H),
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7,13-7,07 (m, 4H), 3,11 (d, J = 16,9 Hz, 1H), 2,91 (dd, J = 5,9, 10,5 Hz, 2H), 2,77 (d, J
= 17,0 Hz, 1H), 2,94-2,88 (m, 1H), 2,00-1,90 (m, 1H), 1,84-1,77 (m, 1H). RMN 13C (75
MHz, DMSO) &: 178,65, 156,77, 135,30, 133,06, 129,42, 129,03, 126,41, 126,32,
61,18, 37,28, 30,49, 25,16.

5.14.2 — Sintese em fluxo continuo da 5,5-dimetil-2,4-

Imidazolidinadiona (20d)

A linha A (vazdo de 30 pL min™) contendo a acetona (40,8 mmol, 3,0 mL) foi
conectada por um misturador T com a segunda linha (vazdo 470 pL min?) que
continha a solucdo aquosa de carbonato de amoénio (3,0 M) e cianeto de potassio
(0,49 M). A mistura resultante foi bombeada para o interior do reator tubular aquecido
a 120°C e mantido a 20 bar, por 32 minutos. Apos esse periodo, o bruto reacional foi
coletado em um tubo fechado e neutralizado. Em seguida, o solvente foi evaporado e
o produto foi obtido através de cristalizacdo (60%). A fase aquosa resultante foi
extraida com AcOEt (2 x 30 mL), e apds concentracdo da fase organica, acrescentou-
se 22% no rendimento da reacdo. Rendimento total: 82% (4,31 g, 33,6 mmol). O
produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 170-172 °C (lit.*6* 171-172 °C). Os
espectros de RMN 'H e RMN *3C corroboraram com aqueles obtidos através da

metodologia convencional.

5.15 — Sintese das hidantoinas 3(N)-substituidas (24a,c-f, i-k)

Em um tubo de micro-ondas de 10 mL provido de agitacdo magnética,
as respectivas hidantoinas (20a, e-m, 0,5 mmol; 20d, 1,0 mmol), K2COs (1,1 equiv.) e
o brometo de (5-bromopentil) trimetilamdnio (1,2 equiv.) foram adcionados em 2,0 mL
de MeCN (vide tabela 3.26). As reacfes se processaram por 10-45 minutos, a 120 °C.
Apo6s resfriamento, as misturas reacionais foram filtradas e as fases orgénicas
concentradas. Por fim, o bruto obtido foi lavado com EtOH gelado, resultando nos

compostos de interesse. Todos os produtos foram obtidos como sélidos brancos.

Brometo de  5-(4-metil-2,5-dioxo-4-fenilimidazolidin-1-il)-N,N,N-trimetilpentan-1-

aminio (24a): Tempo reacional: 10 min. Rendimento: 66 % (130 mg, 0,33 mmol). Pf:
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222-224 °C. RMN *H (300 MHz, DMSO) &: 8,90 (s, 1H), 7,49-7,31 (m, 5H), 3,39 (t, J =
7,0 Hz, 2H), 3,34 — 3,29 (m, 2H), 3,25-3,19 (m, 2H), 3,02 (s, 9H), 1,68 (s, 3H), 1,60-
1,50 (m, 2H), 1,25-1,15 (m, 2H). RMN *3C (75 MHz, DMSO) 6: 175,85, 156,11, 140,06,
129,05, 128,43, 125,81, 65,46, 63,14, 52,60, 52,56, 52,52, 37,94, 27,54, 25,40, 23,42,
22,03. HRMS (APCI): m/z calculado para CisH2sN3O2 [(M-Br)]* 318,217604,
encontrado 318,2174509.

Brometo de 5-(4-benzil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-N,N,N-trimetilpentan-1-aminio
(24c): Tempo reacional: 45 min. Rendimento: 48 % (95 mg, 0,24 mmol). Pf: 197-199
°C. RMN *H (300 MHz, D20) &: 7,28-7,19 (m, 3H), 7,12 (dd, J = 1,9, 7,5 Hz, 2H), 4,43
(t, J=4,3 Hz, 1H), 3,23 (dt, J = 6,2, 14,0 Hz, 1H), 3,11 (dd, J = 6,5, 7,6 Hz, 1H), 3,05
(d, J = 4,2 Hz, 2H), 3,01 (d, J = 3,5 Hz, 2H), 2,98 (s, 9H), 1,56-1,41 (m, 2H), 1,12-1,03
(m, 2H), 0,67-0,57 (m, 2H). RMN *3C (75 MHz, D20) : 176,45, 158,83, 134,03, 130,01,
128,42, 127,30, 66,26, 57,71, 52,77, 52,72, 52,67, 37,60, 35,63, 26,38, 22,09, 21,60.
HRMS (APCI): m/z calculado para CisH2sN3O2 [(M-Br]" 318,217604, encontrado:
318,217337.

Brometo de 5-(4-etil-2,5-dioxo-4-fenilimidazolidin-1-il)-N,N,N-trimetilpentan-1-aminio
(24d): Tempo reacional: 30 min. Rendimento: 82 % (170 mg, 0,41 mmol). Pf: 230-232
°C.RMN *H (300 MHz, D20) &: 7,47-7,31 (m, 5H), 3,43 (td, J = 2,6, 6,7 Hz, 2H), 3,05
(dd, J = 8,5, 17,3 Hz, 2H), 2,93 (s, 9H), 2,20 (dq, J = 7,3, 14,5 Hz, 1H), 2,05 (dq, J =
7,4,14,7 Hz, 1H), 1,68-1,49 (m, 4H), 1,19-1,07 (m, 2H), 0,78 (t, J = 7,4 Hz, 3H). RMN
13C (75 MHz, D20) &: 177,83, 158,47, 137,24, 129,11, 128,77, 125,40, 68,15, 66,25,
52,74, 52,69, 52,64, 37,96, 29,88, 26,49, 22,48, 21,54, 7,16. HRMS (APCI): m/z
calculado para Ci9H30N3O2 [(M-Br)]* 332,233254, encontrado 332,233085.

Brometo de 5-(4-(4-fluorofenil)-4-metil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-N,N,N-
trimetilpentan-1-aminio (24e): Tempo reacional: 45 min. Rendimento: 52 % (109 mg,
0,26 mmol). Pf: 223-225 °C. RMN *H (300 MHz, D20) &: 7,44-7,37 (m, 2H), 7,12-7,04
(m, 2H), 3,42 (td, J = 2,3, 6,8 Hz, 2H), 3,14-3,03 (m, 2H), 2,95 (s, 9H), 1,71 (s, 3H),
1,68-1,59 (m, 2H), 1,57-1,49 (m, 2H), 1,18-1,14 (m, 2H). RMN 3C (75 MHz, D20) &:
178,42, 164,14, 160,89, 157,95, 133,82 (d, JcccF = 3,0 Hz), 127,40 (d, JccF = 8,6
Hz), 115,74 (d, Jc.r = 21,8 Hz), 66,23, 63,43, 52,75, 52,70, 52,65, 38,00, 26,51, 22,97,
22,46, 21,58. HRMS (APCI): m/z calculado para CisH27FN30O2 [(M-Br)]* 336,208182,
encontrado 336,208143.
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Brometo de 5-(4-(2-hidroxifenil)-4-metil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-N,N,N-
trimetilpentan-1-aminio (24f): Tempo reacional: 30 min. Rendimento: 65 % (134 mg,
0,32 mmol). Pf: 265 °C (decomp.). RMN H (300 MHz, D20) &: 7,40 (d, J = 7,6 Hz, 1H),
7,24 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,91 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 7,9 Hz, 1H), 3,55-3,43 (m,
2H), 3,23-3,18 (m, 2H), 3,00 (s, 9H), 1,80-1,75 (m, 2H), 1,71 (s, 3H), 1,65-1,57 (m,
2H), 1,37-1,27 (m, 2H). RMN *3C (75 MHz, D20) &: 180,93, 158,71, 154,48, 130,85,
128,07, 123,35, 120,24, 116,23, 66,39, 61,52, 52,77, 52,74, 52,71, 38,14, 26,44,
22,71, 22,07, 21,71. HRMS (APCI): m/z calculado para CisH2sN3Os [(M-Br)]*
334,212518, encontrado 334,212404.

Brometo de 5-(2,4-dioxo-1,3-diazaspiro[4.5]decan-3-il)-N,N,N-trimetilpentan-1-aminio
(24i): Tempo reacional: 30 min. Rendimento: 58 % (110 mg, 0,29 mmol). Pf: 150-152
°C.RMN !H (300 MHz, D20) &: 3,40 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,22-3,16 (m, 2H), 3,00 (s, 9H),
1,85-1,51 (m, 11H), 1,41-1,17 (m, 5H). RMN 3C (75 MHz, D20) &: 180,38, 158,03,
66,28, 62,50, 52,79, 52,74, 52,69, 37,73, 32,55, 26,63, 23,89, 22,49, 21,69, 20,94.
HRMS (APCI): m/z calculado para CisH3oN3O2 [(M-Br)]* 296,233254, encontrado
296,233369.

Brometo de 5-(2,5-dioxo-3',4'-diidro-2'H-spiro[imidazolidina-4,1'-naftalen]-1-il)-N,N,N-
trimetilpentan-1-aminio (24j): Tempo reacional: 45 min. Rendimento: 40 % (83,6 mg,
0,20 mmol). Pf: 181-183 °C. RMN *H (300 MHz, D20) &: 7,14-7,10 (m, 3H), 7,07 (t, J
= 5,9 Hz, 1H), 3,44 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,23-3,19 (m, 2H), 3,14 (d, J = 16,4 Hz, 1H),
3,00 (s, 9H), 2,94-2,84 (m, 2H), 2,77 (d, J = 16,3 Hz, 1H), 2,08-1,98 (m, 1H), 1,89-1,85
(m, 1H), 1,79-1,68 (m, 2H), 1,64-1,55 (m, 2H), 1,31-1,21 (m, 2H). RMN *3C (75 MHz,
D20) 6: 179,48, 158,11, 134,59, 131,90, 129,25, 128,77, 126,73, 126,31, 66,37, 60,96,
52,80, 52,74, 52,69, 37,89, 36,21, 29,49, 26,68, 24,49, 22,55, 21,70. HRMS (APCI):
m/z calculado para C20H30N302 [(M-Br)]* 344,233254, encontrado 344,233240.

Brometo de 5-(4,4-dimetil-2,5-dioxoimidazolidin-1-il)-N,N,N-trimetilpentan-1-aminio
(24k): Tempo de reagdo: 45 min. Rendimento: 58 % (195 mg, 0,58 mmol). Pf: 198-
200 °C. RMN !H (300 MHz, D20) &: 3,40 (t, J = 6,9 Hz, 2H), 3,24-3,17 (m, 2H), 3,00
(s, 9H), 1,78-1,67 (m, 2H), 1,61-1,52 (m, 2H), 1,30 (s, 6H), 1,25-1,18 (m, 2H). RMN
13C (75 MHz, D20) &: 181,01, 157,68, 66,35, 59,03, 52,83, 52,78, 52,72, 37,88, 26,66,
23,37, 22,53, 21,73. HRMS (APCI): m/z calculado para CiszH26N302 [(M-Br)]*
256,201954, encontrado 256,201924.
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5.16 — Funcionalizagdo C-H em fluxo continuo

Para as reacdes de trifluor e perfluor-alquilagdo em fluxo continuo, trés
bombas seringas de alta presséo (2 Asia Syrris e uma bomba de CLAE), um loop de
injecdo (5,0 mL) e um microchip Unigsis (1,8 mL) foram utilizados. A linha A (vazéo
4,75 mL min~t) contendo a mistura do substrato (2,0 mmol, 0,32 M), FeS04.7H20 (0,4
equiv. 0,29), trifluor-iodometano ou nonafluoro-1-iodobutano (1,6 equiv.) e H2S04 (0,8
equiv., 43,0 uL) dissolvidos em DMSO: MeCN (5,4 mL, 2:1), e a linha B (vazao 0,25
mL min~) carregando H202 30% (1,6 equiv.) foram conectadas diretamente ao
microreator, mantido a 0°C (vide tabela 3.31). A reacdo se processou em 22
segundos. Uma terceira bomba (linha C: vazdo 5,0 mL min-t), contendo Na2S203 (1M),
foi conectada na saida do microchip, para que a reacdo fosse imediatamente
interrompida. Os produtos foram coletados em um frasco aberto e purificados através

de coluna cromatografica.

3-Metil-2-(trifluormetil)-1H-indol (25a): A purificacdo foi realizada utilizando éter de
petréleo: acetato de etila (O - 4%) como eluente. Rendimento: 60 % (237 mg, 1,19
mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 65,9-68,7 °C (lit?*® 73,0-74,0
°C). RMN H (300 MHz, CDCls) &: 8,18 (s, 1H), 7,65 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,35 (ddd, J
=11,3, 8,9, 4,5 Hz, 2H), 7,20 (ddd, J = 8,0, 6,8, 1,2 Hz, 1H), 2,45 (q, J = 1,8 Hz, 3H).
RMN 13C (75 MHz, CDCls) &: 135,32, 128,19, 124,89, 121,67 (q, Jc-c-F = 36,7 Hz),
120,51, 120,23, 114,20 (g, Jccc-F = 3,0 Hz), 111,70, 8,42. RMN °F (282 MHz, CDCls)
0: -58,63 (s, 3F).

3-Metil-2-(perfluorbutil)-1H-indol (25b): A purificacdo foi realizada utilizando éter de
petréleo: acetato de etila (0O - 4%) como eluente. Rendimento: 71 % (494 mg, 1,41
mmol). O produto foi obtido como um sélido amarelo. Pf: 70,0-71,1 °C (lit.2°* 67,1-68,8
°C). RMN *H (300 MHz, CDClz3) &: 8,17 (s, 1H), 7,66 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,44 — 7,30
(m, 2H), 7,21 (ddd, J = 8,0, 6,8, 1,2 Hz, 1H), 2,45 (t, J = 2,2 Hz, 3H). RMN 13C (75
MHz, CDCI3) &: 136,09, 128,49, 125,10, 120,53, 120,23, 119,57 (t, Jc-c-Fr = 28,4 Hz),
116,89 (t, Jc-c-c-F = 3,4 Hz), 111,66, 8,67 (d, J = 1,4 Hz). RMN 1°F (282 MHz, CDCls)
0:-80,99 (tt, J=9,7, 2,6 Hz, 3F), -108,76 — -108,93 (m, 2F), -122,93 — -123,18 (m, 2F),
-125,85 — -126,11 (m, 2F).

2-(Perfluorbutil)-1H-indol (25c¢): A purificacdo foi realizada utilizando éter de petréleo:

acetato de etila (0 - 10%) como eluente. Rendimento: 34 % (230 mg, 0,69 mmol). O
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produto foi obtido como um sélido amarelo. Pf: 43,2-44,8 °C. RMN !H (300 MHz,
CDCls) &: 12,20 (s, 1H), 7,69 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,50 (dd, J = 8,3, 0,8 Hz, 1H), 7,30
(t, J=7,6 Hz, 1H), 7,14 (ddd, J = 8,0, 7,1, 0,9 Hz, 1H), 7,04 (s, 1H). RMN 13C (75 MHz,
DMSO) &: 137,30, 126,29, 124,33, 122,90 (t, Jc.cF = 29,7 Hz), 121,67, 120,48, 112,42,
105,26 (t, Jec.c-F = 4,7 Hz). RMN 1°F (282 MHz, DMSO) &: -80,53 (ddd, J = 12,4, 6,2,
3,0 Hz, 3F), -107,12 (t, J = 12,1 Hz, 2F), -122,02 — -123,17 (m, 2F), -124,99 — -125,99
(m, 2F).

2-(Trifluormetil)-1H-indol (25d): A purificacdo foi realizada utilizando éter de petréleo:
acetato de etila (0O - 10%) como eluente. Rendimento: 30 % (111 mg, 0,60 mmol). O
produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 94,2-95,8 °C (lit.2°® 107,0-108,0 °C).
RMN IH (300 MHz, DMSO) &: 12,25 (s, 1H), 7,67 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,48 (d, J = 8,0
Hz, 1H), 7,29 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 7,13 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 7,01 (s, 1H). RMN 13C (75
MHz, DMSO) &: 136,73, 125,93, 124,80 (q, Jc-cF = 38,1 Hz), 124,23, 121,75, 121,62
(0, JcF = 267,5 Hz), 120,42, 112,34, 103,13 (q, Jc-ccF = 3,4 Hz). RMN °F (282 MHz,
DMSO) & -58,82 (s, 3F).

2-(Perfluorbutil)-1-fenil-1H-pirrol (25e): Substrato: 1-Fenilpirrol. A purificagdo foi
realizada utilizando éter de petréleo como eluente. Rendimento: 90 % (645 mg, 1,78
mmol). O produto foi obtido como um 6leo amarelo. RMN *H (300 MHz, CDCIs) &: 7,46
—7,40 (m, 3H), 7,38 - 7,31 (m, 2H), 6,91 — 6,86 (m, 1H), 6,77 — 6,71 (m, 1H), 6,33 (dd,
J=3,7,2,9 Hz, 1H). RMN *3C (75 MHz, CDCI3) &: 139,81, 129,21-129,19 (m), 128,76,
127,52, 121,31, 120,23 (t, JccF = 29,7 Hz), 115,24 (t, Jc.cc-F = 5,4 Hz), 108,84. RMN
19F (282 MHz, CDClg) &: -81,09 (tt, J = 9,8, 2,9 Hz, 3F), -101,15 (t, J = 13,3 Hz, 2F), -
121,30 —-121,59 (m, 2F), -125,79 — -125,98 (m, 2F).

1-Fenil-2-(trifluormetil)-1H-pirrol (25f): A purificacdo foi realizada utilizando éter de
petréleo como eluente. Rendimento: 66 % (278 mg, 1,31 mmol). O produto foi obtido
como um 6leo amarelo. RMN *H (300 MHz, CDCls) &: 7,48 — 7,42 (m, 3H), 7,41 - 7,36
(m, 2H), 6,89 (dd, J = 2,5, 2,1 Hz, 1H), 6,74 (ddd, J=3,7, 1,7, 0,8 Hz, 1H), 6,30 — 6,25
(m, 1H). RMN 3C (75 MHz, CDCl3) &: 139,27, 129,12, 128,63, 127,42-127,39 (m),
126,65, 112,89 (q, Jc-c-c-F = 3,5 Hz), 108,38. RMN °F (282 MHz, CDCIs) &: -55,94 (s,
3F).

Metil 5-(trifluormetil)-1H-pirrol-2-carboxilato (25ga): A purificagdo foi realizada
utilizando éter de petroleo: acetato de etila (O - 10%) como eluente. Rendimento: 53

% (207 mg, 1,07 mmol). O produto foi obtido como um solido branco. Pf: 95,2-96,8 °C.
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RMN IH (300 MHz, CDCl3) &: 13,23 (s, 1H), 6,88 — 6,80 (m, 1H), 6,68 (ddd, J = 3,7,
2,5, 0,9 Hz, 1H), 3,81 (s, 3H). RMN 13C (75 MHz, CDCla) &: 160,31, 120,64 (q, Jcr =
267,4 Hz), 123,83 (q, Jo.cr = 39,3 Hz), 120,64 (q, Jor = 267,4 Hz), 114,56, 111,17
110,14 (m), 51,71. RMN 1°F (282 MHz, CDCl3) &: -58,44 (s, 3F).

Metil 3-(trifluormetil)-1H-pirrol-2-carboxilato (25gb): Regioisobmero do Metil 5-
(trifluormetil)-1H-pirrol-2-carboxilato. A purificacdo foi realizada utilizando éter de
petréleo: acetato de etila (0 - 10%) como eluente. Rendimento: 7 % (28.9 mg, 0,15
mmol). O produto foi obtido como um sélido branco. Pf: 89,6-91,2 °C. RMN *H (300
MHz, DMSO) &: 12,69 (s, 1H), 7,10 (t, J = 2,8 Hz, 1H), 6,53 (t, J = 2,5 Hz, 1H), 3,82
(s, 3H). RMN *3C (75 MHz, DMSO) &: 159,03, 123,12 (q, Jcr = 266,8 Hz), 122,75,
123,12 (9, Jc-F = 266,8 Hz), 117,40 (q, Je-c-F = 37,0 Hz), 112,41 — 107,45 (m), 51,82.
RMN 1°F (282 MHz, DMSO) &: -55,51 (s, 3F).

5.17 — Bioensaios de Inibicao da AChE

5.17.1 - Imobilizagcdo da enzima AChE-ee

Com o auxilio de uma bomba seringa a uma vazdo de 130pL/min,
realizou-se o pré-tratamento do capilar para posterior imobilizacdo da enzima AChE-
ee. Para isso, eluiu-se pelo capilar uma solucao de HCI (2,0 M, 2,0 mL), seguido de
agua deionizada (1,0 mL). O capilar foi, entdo, submetido ao aquecimento, a 95 °C
em uma estufa, durante 1 hora. Em seguida, foi realizado um tratamento quimico do
capilar pela passagem de uma solucdo aquosa 10% de 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTS) (1,0 mL) seguido, novamente, pelo tratamento térmico por trita minutos, a
95°C. O capilar foi deixado repousar por 24h a temperatura ambiente.

O procedimento de imobilizacdo da enzima foi realizado posteriormente,
utilizando uma bomba seringa para passagem das solugdes previamente preparadas.
A principio, foi bombeado a solugéo de glutaraldeido 1% em solugéo de KH2PO4 (50
mM, pH 7,0) (1,5 mL) e em seguida, tampao KH2PO4 (50 mM, pH 7,0) (1,0mL) a
temperatura ambiente. A seguir, a solucdo da enzima AChE-ee em tampao fosfato pH
7,0 (0,225 mg/mL) (1,0 mL) foi percolada no capilar por trés vezes. Por fim, passou-
se tampao tris (0,1M, pH 8,0) (1,5mL). O IMER-AChE-ee foi guardado com suas
extremidades imersas no tampao TRIS-HCl a 4 °C.
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5.17.2 — Avaliacao da porcentagem de inibicao dos compostos

sintetizados

Todos os compostos (1,0 mg) foram diluidos em MeOH, grau HPLC ou
H20 Milli-QR. Para a triagem dos compostos (inibidores) foram preparadas trés
amostras referentes a cada um deles: a primeira amostra representando o branco
analitico, tendo o composto a ser testado em meio aquoso; a segunda, referente a
100% de atividade, composta pelo substrato em solucdo de MeOH/H20; e a terceira
amostra composta pelo composto dissolvido em MeOH, substrato e H20. Neste
ensaio, o volume de substrato € o mesmo nas amostras de 100% de atividade e nas
com inibidor, a fim de observar a influéncia do inibidor em determinada concentracao
de substrato. Nesses ensaios, a concentracdo de substrato foi mantida igual a 1,5-3,0
X Kwm.

A principio, a solucéo de substrato (1960 uM) foi preparada dissolvendo-
se a ACh (1,07 mg) em H20 (2,0 mL). Em seguida, uma aliquota de 25 pL dessa
solucédo foi adicionada nas amostras de 100% de atividade e nas amostras de
substrato com inibidor, de modo que a concentracdo do susbstrato no ensaio fosse
igual a 490 puM. Além disso, nas amostras de substrato com inibidor, foram
adicionadas aliquotas da solucéo de cada inibidor de modo que sua concentracao final
fosse 200 uM e a amostra tivesse ao todo 100 pL. As amostras de 100% de atividade
foram preparadas trocando-se o volume de cada inibidor por MeOH, grau HPLC
(amostras sem inibidor), e as amostras “branco” foram preparadas modificando-se o
volume de substrato (25,0 pL) por H20 (amostras sem substrato). As amostras foram
colocadas no auto-injetor do equipamento na sequéncia: “branco”, 100% de atividade,
e amostra com substrato com inibidor.

Para a avaliacdo do potencial enzimatico dos compostos 17a-j, 21a-c,
22a-b, 3a-e, 4a-i, 6a-d, o biorreator foi conctado em um sistema CLAE acoplado a um
espectrometro de massas Esquire 6000 IT, equipado com uma fonte de ioniza¢do do
tipo ESI, operando no modo positivo. As fases moéveis do sistema cromatografico
foram tampao acetato de aménio 15mM, pH 8,0 (bomba A) e metanol 100% (bomba
B), ambas na vazdo de 0,05 mL/min. As corridas foram de 20 minutos. Nesses
ensaios, o valor de Ku foi determinado como sendo 325 pM para o capilar de AChE-
ee (0,125 mg mL?). A concentracéo do substrato durante a triagem desses compostos

foi igual a 3 x Km e a concentragao do inibidor igual a 200 uM (vide Tabela 3.34).
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O preparo das amostras dos compostos 20 e 24 foi feito de forma
analoga ao descrito acima. Entretanto, esses ensaios foram realizados em um sistema
cromatografico de ultra eficiéncia Waters ACQUITY UPLC, acoplado a um
espectrometro de massa modelo Xevo TQ-MS, com ionizacao por eletrospray (ESI),
operando no modo positivo. Devido a sensibilidade do instrumento, nova validacao do
método foi realizada por pesquisadores do laboratério de Sintese Organica e CLAE.
Nesses ensaios, as fases moveis utilizadas foram tampéo acetato de aménio 15mM,
pH 5,0, (bomba A) e metanol 100% (bomba B), ambos a 0,05 mL/min.

O valor de Kwm foi determinado como sendo 72 pM para o capilar de AchE-ee
(0,125 mg mL1), a concentracdo de substrato fixada em 3 x Km e a concentragdo do
inibidor igual a 100 uM (vide Tabela 3.35).
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Cromatograma do composto 4e assimétrico sintetizado em 16h, via

metodologia convencional, coluna AD-H, hexano:isopropanol (90:10).
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Cromatograma do composto 4g racémico, coluna AD-H, hexano:isopropanol
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Cromatograma do composto 4g assimétrico, coluna AD-H, hexano:isopropanol
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Cromatograma do composto 4h racémico, coluna AD-H, hexano:isopropanol
(90:10).
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Espectro de COSY do diastereoisomero cis de 6a em CDClz a 100 MHz.
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PeakTable
PDA Chl 310nm 4nm
Paak# Eet. Time Arsn Height Area % Height %
1 30,525 102852 755 17.570 24.055
2 43966 207203 1387 35304 H.474
3 60321 138023 488 23578 15.532
4 66.470 137316 501 23457 15838
Total| 5B5304 3141 1040000 100.000

Cromatograma do composto 6a racémico, coluna OD-H, hexano:isopropanol
(98:2).
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PeakTable
PDA Chl 310nm 4nm
Peaks Ret. Time Area Height Area % Height %
1 30263 5600408 51973 20420 40838
2 41 688 11658404 7988 60.198 534720
3 60,792 038438 3387 4846 2.661
4 67.131 1070527 3020 5.528 3.080
Total 19366867 127271 100.000 100.000

Cromatograma do composto 6a assimétrico (mistura de diastereoiébmeros),
coluna OD-H, hexano:isopropanol (98:2).
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Pealz Ret. Time Area Height Area % Height %
1 42 934 8372460 47435 01396 05034
2 61681 788162 2479 8.604 4 066
Total 0160622 40014 100.000 100.000

Cromatograma do composto 6a assimétrico (diastereoisdmero cis) coluna OD-
H, hexano:isopropanol (98:2).
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Cromatograma do composto 6a assimétrico (diastereoisdmero trans) coluna
OD-H, hexano:isopropanol (98:2).
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Espectro de RMN 'H do composto 6b em CDCIlz a 400 MHz.
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PeakTable
PDA Chl 254mm 4nm
Peakz Bet Time Ares Heirht Area s Heizht %
1 10044 1185760 17184 43.871 40838
2 23517 1174703 14141 43462 41.102
3 18.655 139843 1516 5.174 4.497
4 38047 202538 1484 7404 4314
Totall 2702845 3405 104000 100.0:00

Cromatograma do composto 6b racémico, coluna OD-H, hexano:isopropanol
(95:5).
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Cromatograma do composto 6b assimétrico, coluna OD-H, hexano:isopropanol
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Cromatograma do composto 6¢ racémico, coluna OD-H, hexano:isopropanol

(90:10).
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PDA Ch4 310nm 4nm
Pealc# Ret. Time Area Height Area % Height %
1 9.092 1488117 21389 97.809 97.791
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Totall 1521458 21872 100.000 100.000

Cromatograma do composto 6¢ assimétrico, coluna OD-H, hexano:isopropanol
(90:10).
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PeakTable
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Peal | Ret Tune Aea Height Area% Height %
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Cromatograma do composto 6d racémico, coluna OD-H, hexano:isopropanol

(90:10).
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Cromatograma do composto 6d assimétrico, coluna OD-H, hexano:isopropanol

(90:10).
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Cromatograma do diastereoisomero do composto 11dd racémico, coluna
Trefoil, CEL1(40% MeCN, gradiente, 1,0 ml/min, 2000 psi, 35 °C).
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MeOH, gradiente, 0,8 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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Cromatograma do composto 15e racémico, coluna Trefoil, CEL2 (40% iPrOH,
gradiente, 0,8 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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Cromatograma do composto 15e assimétrico, coluna Trefoil, CEL2 (40%
iPrOH, gradiente, 0,8 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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Cromatograma do composto 15f racémico, coluna Trefoil, CEL2 (60% ACN,
gradiente, 1,0 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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820 840 850 880 900 920 940 9860 980 10,00 1020 1040 1060 10.80 1100

Minutes
Retention Time Area % Area Height
1 8.883 84280 0.83 24035
2 9.066 4631616 45.75 1031596
3 9.311 237338 2.34 47709
4 9.565 179349 1.77 38766
5 10.078 201544 1.99 57003
6 10.249 4788745 47.31 742410

Cromatograma do composto 15g racémico, coluna Trefoil, CEL2 (50% iPrOH,
gradiente, 0,6 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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Cromatograma do composto 15g assimétrico, coluna Trefoil, CEL2 (50%
iPrOH, gradiente, 0,6 ml/min, 2000 psi, 40 °C).
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